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CAPITOLO 1 
LA BIOLOGIA DEI  SISTEMI 
L’inizio del ventunesimo secolo ha segnato una svolta nel mondo della Biologia, 
grazie alla nascita della cosiddetta  biologia multidimensionale e della biologia dei 
sistemi (1). Il termine biologia multidimensionale si riferisce all’utilizzo di  metodi 
analitici automatici ad alta resa che consentono un’analisi simultanea del genoma 
(DNA), del trascrittoma (mRNA), del proteoma (proteine) e del metaboloma 
(metaboliti) di un campione biologico, con l’obiettivo di identificare le vie 
fisiologiche e/o patologiche coinvolte in un determinato sistema biologico (2,3,4). 
La genomica si occupa del genoma, cioè dell’intero patrimonio ereditario 
contenuto in una cellula sotto forma di DNA; tale scienza nasce negli anni Ottanta 
con il sequenziamento completo del genoma di un virus, il fago Φ-X174. Nel 1986 
nasce il Progetto Genoma Umano e nel 2001 viene per la prima volta, riportata la 
sequenza del genoma umano; si tratta, in realtà, di una bozza pari al 90% della 
sequenza e ancora con notevoli probabilità di errori. Successivamente, nel 2003 
viene pubblicata una sequenza accurata al 99,99% e pari al 99% del genoma 
umano.  
La trascrittomica si occupa del trascrittoma, cioè l’insieme dei trascritti, in 
particolare mRNA, che portano l’informazione per la sintesi proteica. 
 La proteomica si occupa del proteoma, cioè della identificazione e quantificazione 
delle proteine espresse da una cellula, un tessuto, un organismo; la descrizione 
delle proteine comprende anche eventuali stati di modificazione che le rendono 
attive (generalmente si tratta di modificazioni chimiche come l'aggiunta di gruppi 
fosfato). 
La metabolomica si occupa del metaboloma, cioè l’insieme di tutti i metaboliti che 
partecipano ai processi metabolici di un sistema biologico. Tale branca descrive il 
profilo chimico in termini di metaboliti a basso peso molecolare presenti in cellule, 
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tessuti, organi e fluidi biologici. Le sue componenti (i metaboliti) possono essere 
visti come il prodotto finale dell'espressione genica e dell'attività proteica, 
definendo così il fenotipo biochimico di un sistema biologico nel suo insieme.  
L’integrazione di tutte queste scienze va a costituire la biologia dei sistemi, una 
disciplina che valuta le interazioni tra tutti i diversi componenti di un sistema, 
piuttosto che ciascun componente singolarmente (5,6,7).  
Al contrario di quanto ritenuto in passato, attualmente si ritiene che un sistema 
complesso come quello cellulare, eserciti il controllo sul suo funzionamento non 
attraverso una struttura gerarchica rigida, dai geni alle proteine e, infine, ai 
metaboliti, bensì attraverso una struttura organizzata con interconnessioni tra il 
patrimonio genetico, proteico e metabolico, in maniera globale e flessibile (8) . 
Pertanto, facendo uso di tecnologie ad elevata processività, le nuove discipline 
dell’era post-genomica si pongono l’ambizioso obiettivo di ottenere la visione 
globale di tutti i fenomeni che si verificano in particolari condizioni in una 
determinata cellula, tessuto o organismo in toto. Questo nuovo approccio 
multidimensionale consentirebbe lo sviluppo di nuovi strumenti diagnostici, 
prognostici e terapeutici in diverse branche della Medicina (9).                                            
È necessario tenere in considerazione che dall’analisi delle proteine espresse in un 
tipo cellulare mediante spettrometria di massa o dell’espressione di mRNA 
tramite microarray, si ottengono risultati costituiti da migliaia di dati indipendenti 
la cui validità e il cui significato debbono essere attentamente valutati. La necessità 
di validare e gestire un grande numero di informazioni ha pertanto reso 
necessario definire rigorosi processi di standardizzazione delle metodiche, di 
valutazione statistica dei risultati e di analisi dinamica dei dati sperimentali. La 
validazione statistica di tutti i dati sperimentali raccolti deve quindi sempre 
precedere i passi successivi in cui viene valutato il loro potenziale significato 
biologico. Sono attualmente disponibili numerosi programmi e banche-dati che 
permettono l’analisi di grandi liste di molecole biologiche, ciascuna corredata della 
descrizione delle proprietà (funzione, localizzazione cellulare, processo molecolare 
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in cui sono coinvolte, interazioni con altre molecole biologiche), facendo 
riferimento a diverse tipologie di annotazioni, come la Gene Ontology (GO) o altre 
presenti nei database online di sequenze proteiche o nucleotidiche.  
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CAPITOLO 2 
LA PROTEOMICA  
La proteomica, è una disciplina estremamente vasta e complessa che, attraverso 
una combinazione di tecnologie, permette di  identificare, quantificare e 
caratterizzare tutte le proteine di una cellula, un tessuto o un organismo, comprese 
quelle ancora sconosciute (10). Si stima che i geni umani siano circa 100.000: se, 
tenendo conto dello splicing differenziale dell’mRNA e delle modificazioni post-
traduzionali per approssimazione da ogni gene si esplicano circa 10 proteine, 
nell’uomo le dimensioni del proteoma potrebbero essere di circa 1.000.000 di 
proteine; il proteoma, pertanto, è più vasto del genoma. Il proteoma, inoltre, 
presenta due livelli di complessità: a differenza del genoma che è definito 
unicamente da una sequenza di nucleotidi, il proteoma non si limita alla sequenza 
di proteine, ma tiene conto anche della loro struttura e dell’interazione tra le 
proteine stesse. Infine, la variabilità del contenuto proteico di una cellula, di un 
tessuto o di un organismo in generale è da associare a diverse possibili cause, quali 
cambiamenti dovuti a malattie, risposte a stimoli esterni oppure ai fisiologici 
processi che conducono a sviluppo e maturazione l’organismo: a differenza del 
genoma che può essere considerato virtualmente statico, il proteoma infatti 
cambia continuamente, in rapporto con lo stadio di sviluppo, la localizzazione 
tissutale specifica e le condizioni ambientali in cui si trova l’organismo in 
questione (11).  
È possibile, in tale ottica, correlare la presenza o l’assenza o il diverso livello di 
espressione di una proteina ad un determinato stato fisiologico oppure patologico. 
Le possibili applicazioni della proteomica sono vaste e spaziano dallo studio dei 
processi molecolari che si osservano in corso di malattia, quali modificazioni post-
traduzionali delle proteine o loro ridistribuzione cellulare, allo sviluppo di nuovi 
biomarkers proteici specifici per determinate condizioni. 
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Le principali tecniche utilizzate dalla proteomica di ricerca sono le seguenti: 
     - separazione di proteine: tutte le tecnologie della proteomica richiedono la 
capacità di separare da una miscela complessa singole proteine, in modo che 
possano essere processate con ulteriori tecniche; 
     - identificazione di proteine: i metodi comuni low-throughput includono il 
sequenziamento mediante degradazione Edman, mentre i metodi high-throughput 
sono basati su spettrometria di massa e peptide mass fingerprint; possono anche 
essere utilizzati saggi basati su anticorpi, ma sono diretti unicamente verso un 
singolo epitopo; 
     - quantificazione di proteine: esistono metodi basati su gel con marcatura 
fluorescente (Cy3, Cy5) e metodi gel-free; 
     - analisi di sequenza di proteine: questa è una branca prettamente bioinformatica, 
volta alla identificazione di peptidi o proteine; da questo tipo di analisi di 
frequenza possono essere tratte anche informazioni di carattere funzionale; 
     - proteomica strutturale: si occupa dello studio tridimensionale delle proteine, 
usando metodi di cristallografia a raggi X e spettroscopia NMR. 
     - modificazioni post-traduzionali delle proteine: si occupa dello studio delle 
modificazioni che le proteine subiscono dopo essere state ridotte; allo scopo sono 
stati sviluppati metodi adeguati per studiare la fosforilazione e la glicosilazione; 
     - proteomica cellulare: è una nuova branca della proteomica il cui scopo 
principale è quello di mappare la localizzazione delle proteine durante particolari 
eventi-chiave della vita cellulare; le tecniche utilizzate sono la tomografia e la 
microscopia ottica a fluorescenza.  
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PROTEOMICA CLINICA 
La definizione di proteomica clinica pubblicata sul Proteomics - Clinical 
Applications consiste “nell’applicazione delle tecniche proteomiche al campo della 
Medicina, allo scopo di risolvere un determinato quesito medico all’interno di uno 
studio clinico” (12).  Sebbene per ora il principale approccio della proteomica clinica 
sia rivolto alla diagnosi e alla scoperta di nuovi biomarcatori, tale disciplina 
comprenderà in futuro l’identificazione di nuovi target terapeutici, nuovi farmaci 
e nuovi vaccini, per migliorare il trattamento e la prevenzione di numerose 
patologie (11). 
Un gran numero di studi hanno segnalato che non può esistere un’unica proteina 
che, con certezza, discrimini una malattia da un’altra o da uno stato 
parafisiologico. Si suppone, pertanto, che solo una combinazione di marcatori 
possa individuare con maggiore precisione una determinata patologia. 
Il termine biomarcatore è stato introdotto nel 1989 con il significo di parametro 
biologico misurabile, utile per individuare variazioni parafisiologiche oppure il 
rischio o la presenza di una malattia. Nel 2001 il National Institute of Health 
statunitense standardizzò la definizione di biomarcatore come “caratteristica 
misurabile capace di definire un processo come fisiologico oppure  morboso e di 
valutare la risposta biologica ad un trattamento farmacologico” (13). 
Il marcatore ideale dovrebbe essere quanto più possibile specifico e sensibile; 
dovrebbe avere un’utilità clinica superiore rispetto ai marcatori già in uso; 
dovrebbe essere presente in un campione biologico ottenibile attraverso procedure 
non invasive. I liquidi biologici sono i campioni più adeguati per la ricerca di 
biomarcatori prognostici o diagnostici, grazie alla loro facile accessibilità e alla non 
invasività del metodo di raccolta rispetto alla biopsia tissutale. D’altronde, i tessuti 
sono in rapporto con i liquidi biologici e in questi rilasciano le loro componenti 
proteiche.  
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La preparazione del campione prima della sua analisi è uno dei punti critici dello 
studio proteomico, in quanto  può influire sul risulto finale (11). Nel caso il 
campione biologico sia rappresentato da un tessuto, i tre passi principali della 
preparazione analitica sono: 1) lisi cellulare, 2) inattivazione/eliminazione di 
sostanze interferenti e 3) solubilizzazione delle proteine. 
La pietra miliare della proteomica è stata l’elettroforesi bidimensionale su gel di 
poliacrilamide (2D-PAGE), utilizzata per la separazione delle proteine in base al 
loro punto isoelettrico nella prima dimensione e al loro peso molecolare nella 
seconda dimensione (14). Una volta separate, le proteine vengono visualizzate sul 
gel mediante la colorazione con diverse sostanze, quali il blu di Coomassie o il 
nitrato d’argento. In condizioni favorevoli, su un gel 2D a largo formato si 
possono individuare fino a 5000 proteine. 
Le potenziali applicazioni dell’analisi del proteoma sono molteplici. Innanzitutto, 
si deve produrre una mappa 2D di riferimento delle proteine espresse da un 
tessuto o un fluido o una cellula in condizioni “normali”; successivamente tale 
mappa può essere utilizzata per confrontare informazioni simili ottenute da tessuti 
o cellule “anormali” o trattate. Fortunatamente sono disponibili in commercio 
diversi software che consentono l’analisi dei gel 2D, fornendo informazioni sia 
qualitative che quantitative; gli stessi software permettono anche di mettere a 
confronto pattern ottenuti da due gel diversi. Ad esempio, un’estesa serie di 2D-
database, nota come Swiss-2D-PAGE, è curata dall’Ospedale Universitario di 
Ginevra ed è accessibile in rete all’indirizzo http://au.expasy.org/ch2d/; questo sito 
web consente, quindi, ad un singolo laboratorio di confrontare il proprio database 
2D di proteine con quello di un altro laboratorio. 
Per confrontare due gel, invece, è possibile utilizzare diversi programmi, tra cui il  
Flicker, disponibile all’indirizzo internet http://open2Dprot.sourceforge.net/Flicker. 
Tale programma sovrappone i due gel da confrontare e poi li mostra in veloce 
alternanza uno dopo l’altro; spot proteici che appaiono su entrambi i gel sono visti 
come punti fissi, mentre spot che appaiono su uno solo dei due gel appaiono come 
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lampeggianti. Altri programmi utilizzabili sono il PDQuest (BioRad) e il Redfin 
(Ludesi). 
Un ulteriore sviluppo della 2D-PAGE è rappresentato dall’introduzione 
dell’elettroforesi differenziale su gel (DIGE). Anche questa tecnica consente il 
confronto delle componenti proteiche di campioni simili, ma ha il vantaggio di 
impiegare un solo gel 2D invece di due. I due campioni da confrontare vengono 
trattati, separatamente, con due coloranti fluorescenti (Cy3 e Cy5) diversi, ma 
strutturalmente molto simili; entrambi i coloranti reagiscono con i gruppi 
amminici, in modo che ogni proteina abbia una marcatura fluorescente. Le due 
soluzioni proteiche da confrontare vengono poi miscelate e fatte correre su un 
unico gel 2D, quindi ciascuna proteina di un campione si sovrappone alla sua 
controparte identica, ma con marcatura fluorescente diversa.  La scansione del gel 
a due diverse lunghezze d’onda, che eccitano le due molecole di colorante, rivela 
se ogni singolo spot è associato con un solo colorante o due. La gran parte degli 
spot avrà emissione di fluorescenza a entrambe le lunghezze d’onda, ma se uno 
spot è associato ad una sola molecola di colorante ciò indica che la proteina era 
presente in uno solo dei due campioni biologici e la lunghezza d’onda alla quale 
fluorescenza indica a quale dei due campioni appartiene. 
Dopo aver analizzato un gel 2D, si procede all’identificazione di tutte le proteine 
oppure solo a quelle di specifico interesse; nella maggior parte dei casi, ciò viene 
effettuato mediante mass-fingerprint peptidico. Lo spot di interesse è tagliato fuori 
dal gel e incubato in una soluzione di tripsina che rompe il legame peptidico della 
proteina in posizione C-terminale di ogni residuo di arginina e lisina. In questo 
modo la proteina è ridotta ad un insieme di polipeptidi, che verranno analizzati 
con MALDI-TOF (Matrix-assisted Laser Desorption Ionization associato 
all’analizzatore di massa TOF) per ottenere una misura accurata della massa di 
ogni singolo polipeptide. L’insieme dei valori di massa dei diversi peptidi è 
altamente diagnostico per quella proteina, poiché nessun’altra proteina darebbe lo 
stesso insieme di frammenti peptidici. Utilizzando programmi reperibili in rete, 
come Mascot o Protein Prospector, queste mass-fingerprint di peptidi sono 
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confrontate con database di mass-fingerprint di frammenti peptidici ottenuti per 
digestione con tripsina di proteine note. Se si trova un valore in accordo con un 
fingerprint contenuto nel database di riferimento, la proteina viene identificata. 
Le principali metodiche utilizzate nella proteomica clinica, dalla preparazione del 
campione all’identificazione delle proteine, sono riassunte nella figura 1. 
                    
 
Nel 2001 è stata creata l’Organizzazione del Proteoma Umano (HUPO), al fine di 
promuovere lo sviluppo della proteomica clinica ed organizzare collaborazioni 
internazionali(15). In questi anni, la HUPO ha promosso diverse iniziative 
focalizzate sull’analisi proteomica del plasma sanguigno, dell’urina, del liquido 
cefalo rachidiano, del liquido amniotico e di altri fluidi biologici. 
●   Proteomica del plasma sanguigno 
Una delle prime iniziative della HUPO è stata la realizzazione del Progetto 
Proteoma Plasmatico (PPP), i cui obiettivi a lungo termine sono: 
     -analisi completa di tutti i costituenti proteici nel plasma e nel siero umano; 
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     -identificazione delle cause responsabili di variazioni della composizione 
proteica plasmatica sotto l’influenza di fattori fisiologici (età, sesso, ciclo 
mestruale, stress), patologici e farmacologici. Recentemente è nata una nuova 
piccola branca della proteomica clinica, denominata oncopeptidomica, allo scopo 
di ricercare potenziali biomarcatori tumorali di natura peptidica (16). 
●   Proteomica dell’urina 
La recente analisi del proteoma dell’urina nel soggetto ha identificato, in questo 
modo,  1543 proteine, di cui il 30% erano di origine plasmatica e il 70% di origine 
renale. Diversi studi hanno successivamente identificato biomarcatori in diverse 
patologie renali, quali la nefropatia da IgA (17) la nefropatia diabetica(18), il 
trapianto renale(19) ed il cancro vescicale (20). 
●   Proteomica del liquido cefalorachidiano  
Gli studi iniziali sul proteoma del LCR hanno utilizzato la tecnica 2D-PAGE per 
identificare 2594 proteine (21). Finehout et al. (22) applicarono la proteomica alle 
patologie neurodegenerative, in particolare all’Alzheimer e individuarono 23 
proteine differentemente espresse, legate soprattutto al trasporto della β-amiloide 
all’inibizione proteolitica. 
●    Proteomica del liquido seminale 
La concentrazione proteica di tale liquido corporeo è abbastanza alta, circa 35-55 
mg/ml; recentemente Pilch e Mann (23) hanno identificato 923 proteine nel liquido 
seminale fisiologico. 
●   Proteomica del liquido amniotico 
La concentrazione proteica nel liquido amniotico varia in rapporto all’epoca 
gestazionale, spaziando dai 2-17 mg/ml a inizio gravidanza ai 2-7 mg/ml a 
termine (15). Diversi studi recenti hanno presentato il proteoma fisiologico del 
liquido amniotico. Park ha identificato 37 proteine, Michel 69 e Tsangaris 17 (24-26); 
successivamente sono state studiate le localizzazioni subcellulari e le funzioni 
13 
 
delle proteine identificate. Studi successivi hanno analizzato il proteoma del 
liquido amniotico in corso di infiammazione-infezione e pPROM, proponendo 
diversi marcatori specifici di parto pretermine su base infettiva (27-29). Tsangaris et 
al. (26) hanno studiato il proteoma del sovranatante del liquido amniotico di feti con 
sindrome di Down e hanno rilevato differenza di espressione di parecchie 
proteine. In quest’ottica, la proteomica potrebbe rappresentare un valido 
strumento per la diagnosi prenatale di anomalie cromosomiche. 
●   Proteomica del liquido sinoviale 
Liao et al. (30) hanno applicato la proteomica al liquido sinoviale per la ricerca di 
biomarcatori di artrite reumatoide erosiva; successivamente questi marcatori sono 
stati rinvenuti nel siero. 
●    Proteomica del liquido di lavaggio bronco-alveolare 
Il profilo proteico del liquido di lavaggio bronco-alveolare è stato analizzato in 
corso di patologie quali sarcoidosi, asbestosi, fibrosi polmonare idiopatica, lupus 
eritemaroso sistemico, granulomatosi di Wegener, fibrosi cistica, polmonite 
batterica, polmonite da ipersensibilità, polmonite esosinofila cronica (31,32). 
APPLICAZIONI DELLA PROTEOMICA IN AMBITO OSTETRICO-
GINECOLOGICO 
Sebbene il Progetto Genoma Umano sia stato completato già nel 2003, soltanto 
ultimamente l’impatto della genomica sulla diagnosi prenatale sta diventando 
evidente. Parallelamente sta prendendo sempre più piede la proteomica, una 
disciplina da considerarsi complementare e non sostitutiva della genomica. 
Negli ultimi 5 anni le tecniche proteomiche per l’identificazione nel plasma 
materno e in altri fluidi biologici di biomarcatori di anomalie fetali e disordini 
correlati alla gravidanza hanno compiuto importanti passi in avanti (33). 
Poiché queste tecniche sono altamente sensibili e richiedono piccole quantità di 
campione biologico, si spera che in futuro possano permettere un approccio 
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diagnostico materno-fetale valido e non invasivo, senza esporre il feto agli stessi 
rischi delle procedure invasive attualmente in uso, in primis l’amniocentesi. 
Attualmente, sono stati analizzati con successo parecchi fluidi biologici e tessuti 
fetali, alla ricerca di possibili marcatori di patologie correlate alla gravidanza; i 
campioni biologici più studiati sono il plasma materno, il liquido amniotico, il 
fluido cervico-vaginale, l’urina, la saliva, i trofoblasti placentari, le membrane 
amnio-coriali e il sangue cordonale . 
La proteomica ha trovato un’importante applicazione nello studio e nella 
comprensione dei meccanismi biomolecolari coinvolti nelle prime fasi della 
gravidanza (33). Il contatto tra lo strato più esterno della blastocisti differenziata e il 
rivestimento epiteliale della cavità uterina dà inizio ad una serie di processi, quali 
la decidualizzazione dell’endometrio, l’invasione e l’impianto della blastocisti. La 
recettività della parete uterina alla blastocisti e il fenomeno dell’impianto sono 
modulati dagli estrogeni e dal progesterone. Recenti studi genomici e proteomici 
hanno indagato sulle vie biomolecolari associate alla formazione della blastocisti e 
al suo impianto in cavità uterina.  
La Tabella 1 riassume i principali studi proteomici condotti nell’ultimo decennio 
su diverse patologie ostetriche.  
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PATOLOGIA TECNICA UTILIZZATA BIOMARCATORI 
 Biomarkers nel sangue materno  
sindrome di Down 
 2D-PAGE, MALDI-TOF-MS,   
Western blot 
 transtiretina, ceruloplasmina, afamina, α1 microglobulina, α1 
antitripsina sovraespresse 
 clusterina sottoespressa    
 
Sindrome di Down 
                                     2D-DIGE 2D-CF, MudPit;  
                                     MS/MS SELDI-TOF-MS      
precursore della'α2 antiplasmina, antitrombina 3, precursore 
dell'α2 macroglobulina 
glicoproteina acida α1, amiloide sierica A, ceruplasmina, vit. D, 
afamina     
   peptide profiling 
preeclampsia MALDI-TOF-MS Clusterina     
   
Biomarkers nel liquido amniotico 
 
corioamnionite  SELDI-TOF-MS 
defensina 1 e 2, calgranulina A e C   
sindrome di Down MALDI-MS e nano-ESI-MS/MS 
α1 microglobulina, catena collagene α1, eparina solfato specifica 
della membrana basale   
infiammazione 
intra-amniotica SELDI-TOF-MS 
sovraespressione di 17 proteine; solo alcune identificate: proteina 
neutrofila umana 1 e 3,  
calgranulina A e B      
sepsi neonatale SELDI-TOF-MS proteina neutrofila umana 1 e 3, calgranulina A e C    
sindrome feto-
alcolica LC-MS/MS e MudPit α-feto-proteina   
incompatibilità Rh 2DE e MALDI-TOF-MS 
albumina, sierotranferrina, aptoglobulina, immunoglobuline, α-
feto-proteina    
preeclampsia SELDI-TOF-MS pro-Apo A-I e un peptide la cui funzione è sconosciuta (SBBI42)  
preeclampsia 2DE e MALDI-TOF-MS transtiretina ossidata  
   
Biomarkers nel tessuto placentare  
disturbi in gravidanza 
diversi peptidi placentari associati a IUGR, travaglio pretermine, 
preeclampsia, diabete 
gestazionale, anomalie cromosomiche  
  
 
Biomarkers nei trofoblasti 
 
preeclampsia 2D-PAGE e MALDI-TOF-MS 
proteina del reticolo endoplasmico, precursore dell'isomerasi 
disulfide   
   
Biomarkers nel CVF 
 
parto pretermine 
spontaneo 
LC/LC-MS/MS; MudPit, 2D-
DIGE 
calgranuline, annessine, proteine S-100, proteina legante gli acidi 
grassi    
infiammazione 
intra-amniotica SELDI-TOF-MS 
sovraespressione di 17 proteine; solo alcune identificate: proteina 
neutofila umana 1 e 3 ,   
calgranulina A e B    
Biomarkers nella saliva  
pPROM tecnologie Luminex metalloproteinasi 9    
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La ricerca proteomica sta raggiungendo importanti obiettivi anche nella 
Ginecologia oncologica, un campo in cui la scoperta di biomarcatori di diagnosi 
precoce è ancora una necessità urgente. Zhu et al. (34) hanno condotto un’analisi 
proteomica di campioni biologici ottenuti da tessuto cervicale sano e tessuto 
cervicale affetto da carcinoma a cellule squamose. La comparazione tra le due 
mappe proteiche ha evidenziato la presenza di 55 spot differentemente espressi; il 
campione neoplastico presentava l’iperespressione di 24 proteine e la 
sottoespressione di altre 31. Successive indagini su queste proteine potrebbero 
permettere la loro applicazione nella diagnosi non invasiva del carcinoma 
squamoso della cervice uterina. 
Hellman et al. (35) hanno analizzato l’espressione proteica del tessuto vaginale 
neoplastico e, successivamente, hanno effettuato una comparazione con quella del 
tessuto vaginale sano e del tessuto cervicale neoplastico. Le mappe proteomiche 
del carcinoma vaginale e di quello cervicale erano molto simili tra loro, mentre 
differivano notevolmente da quella del tessuto vaginale sano, suggerendo così una 
possibile via cancerogena comune per le due neoplasie.  
Sono stati condotti numerosi studi proteomici anche sul tessuto ovarico 
neoplastico; la creazione di un pattern proteico caratteristico potrebbe essere utile 
nella comprensione della cancerogenesi a livello molecolare, nella scoperta di 
biomarcatori specifici e nel monitoraggio degli effetti legati ad una terapia 
specifica (36). 
L’analisi proteomica del carcinoma dell’endometrio ha identificato 99 proteine 
espresse in modo diverso rispetto al tessuto endometriale sano; tra queste, la 
ciclofillina A era la più alterata ed inoltre  i suoi livelli di espressione correlavano 
in modo inversamente proporzionale con la differenziazione del tumore e con la 
speranza di vita della paziente. Questi dati fanno ipotizzare un futuro ruolo della 
ciclofillina A come marcatore prognostico del carcinoma endometriale (37). 
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La proteomica trova applicazione anche nella Ginecologia non oncologica, in 
particolare nello studio dell’endometriosi e dell’adenomiosi. Negli ultimi 20 anni, 
sono state utilizzate diverse procedure proteomiche per identificare proteine 
coinvolte nell’etiopatogenesi dell’endometriosi; sebbene alcune molecole siano 
state trovate, la ricerca di biomarcatori sierici è ancora molto lontana dal suo 
utilizzo nella pratica clinica. L’indagine proteomica è stata applicata anche al 
liquido peritoneale di due gruppi di donne affette da endometriosi: quelle fertili e 
quelle infertili. Nove spot proteici presentano un’espressione significativamente 
più alta nel gruppo delle donne infertili rispetto a quelle fertili; alcune di queste 
proteine sono state identificate e corrispondono a due isoforme della siero 
transferrina, alla componente P dell’amiloide sierica, all’α1 antitripsina, alla 
clusterina e alla componente C3 del complemento (38). 
L’analisi proteomica comparativa rappresenta un utile approccio anche nello 
studio dell’adenomiosi. Liu et al. (39) hanno osservato 152 spot proteici alterati nel 
tessuto adenomiomatoso rispetto al normale muscolo uterino; dieci di queste 
proteine sono state identificate con la spettrometria di massa e si è visto che sono 
coinvolte principalmente nell’architettura cellulare, nella risposta immune e nei 
processi ossidativi e apoptotici. Tali proteine potrebbero rivelarsi utili nella 
comprensione della fisiopatologia dell’adenomiosi. 
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CAPITOLO 3 
IL  FLUIDO  CERVICO-VAGINALE  
Il fluido cervico-vaginale umano (CVF) è un fluido biologico complesso, costituito 
da  acqua,  elettroliti,  sostanze  organiche a  basso PM   (glucosio, amminoacidi, 
lipidi), cellule (leucociti, linfociti, cellule epiteliali) e una moltitudine di proteine 
ed enzimi proteolitici sintetizzati in buona parte dall'endocervice . Il CVF contiene 
anche le secrezioni delle cellule vaginali, tra cui mucine, defensine, fattori del 
complemento, immunoglobuline, lattoferrina e collettine (40) e microrganismi quali 
il Lactobacilli crispatus e Lactobacilli vaginalis, le cui secrezioni conferiscono al fluido 
un pH acido, potenziando la sua attività anti-batterica di barriera (40). 
L’analisi proteomica del CVF è particolarmente interessante in termini di diagnosi 
ginecologico-ostetrica grazie alla non invasività del metodo con cui sono raccolti i 
campioni del fluido in esame. Inoltre almeno due ragioni rendono il CVF 
preferibile rispetto al plasma per la ricerca di biomarcatori in ambito ginecologico-
ostetrico. Innanzitutto, poiché il volume plasmatico (circa 3 litri) è superiore 
rispetto a quello del lavaggio vaginale (CVF + liquido di lavaggio: circa 50 ml), è 
lecito pensare che un possibile marcatore vada incontro a una minor diluizione nel 
CVF rispetto al plasma. Inoltre, un’alterazione del proteoma plasmatico è meno 
specifica di disordine ginecologico-ostetrico rispetto a quella del CVF, poiché il 
sangue viene a contatto con i diversi organi del corpo (41). 
Pertanto, una catalogazione completa delle proteine cervico-vaginali e delle loro 
funzioni permetterebbe una maggior comprensione dei meccanismi fisiopatologici 
che sottendono a molteplici patologie cervico-vaginali e a diverse complicanze 
correlate alla gravidanza. 
Il CVF  è un fluido corporeo influenzato da molti fattori biologici, tra cui età, ciclo 
mestruale, attività sessuale, uso di contraccettivi, presenza di infezione cervico-
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vaginale, stato di gravidanza . È stato ipotizzato che il proteoma del CVF sia 
virtualmente rappresentato da due componenti: 
 - un set predefinito di proteine, usualmente presenti nella regione cervico-vaginale 
extracellulare, indipendentemente dalle condizioni della paziente e dal metodo 
utilizzato per la valutazione del campione biologico; 
 - un set variabile di proteine, la cui abbondanza è in funzione delle condizioni della 
paziente e del metodo utilizzato per la valutazione del campione (42). 
ANALISI PROTEOMICA DEL CVF NELLA PAZIENTE 
GINECOLOGICA 
La prima approfondita analisi dell’espressione proteica cervico-vaginale nella 
paziente ginecologica è stata riportata da Tang et al. nel 2007 (43). L’obiettivo di 
questo studio consisteva nella valutazione completa del proteoma cervico-
vaginale delle pazienti clinicamente sane, in assenza di qualsiasi infezione del 
tratto genitale, e in una successiva comparazione tra questo e il proteoma cervico-
vaginale delle pazienti  affette da Candidiasi. Nella mappa proteica delle pazienti 
sane sono stati selezionati 192 spots proteici e 147 di questi sono stati 
successivamente identificati: si tratta di 59 proteine, molte delle quali sono 
presenti in diverse isoforme che differiscono per punto isoelettrico. 
Un’analisi generale della mappa proteica mostrava una così relativa abbondanza 
(47%) di proteine di origine plasmatica, quali albumina, transferrina, catene delle 
immunoglobuline, aptoglobina, ceruloplasmina, da concludere che il CVF è, in 
buona parte, un trasudato plasmatico. Gli altri spots contenevano proteine di 
origine cellulare, in particolare quelle prodotte dall’epitelio e dalle cellule della 
risposta immunitaria innata. Ad esempio, si è vista una certa abbondanza di 
lattoferrina, lisozina, calgranuline, L-plastina, lipocalina neutrofila umana, cioè 
proteine abbondantemente presenti nei neutrofili. Sorprendentemente, è stata 
trovata una sola proteina di origine batterica-lattobacillare. 
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Nei lavaggi vaginali è stata trovata una quota variabile di polimorfonucleati 
(PMN), ma nessun globulo rosso. Il contributo dei PMN in termini di proteine 
presenti nel CVF è di gran lunga maggiore rispetto a quello delle cellule epiteliali, 
riflettendo in tal modo la loro natura di cellule secretorie. Tang et al. hanno poi 
comparato gli spots proteici di tre diversi tipi di campioni: CVF con un numero di 
PMN nella media (gruppo A), CVF con un eccesso di PMN (gruppo B) e CVF con 
Candida e un numero di PMN nella media (gruppo C). È  emerso un cospicuo 
aumento di albumina, transferrina, apolipoproteine, catene delle 
immunoglobuline e glicoproteina acida α1 nel gruppo B rispetto agli altri due, 
mentre le altre proteine risultavano sostanzialmente invariate nei tre campioni. La 
caratteristica comune delle proteine sopra-menzionate è la loro origine plasmatica 
e la relativa abbondanza anche nel plasma. È stato, quindi, proposto, il loro 
utilizzo come indicatori di aumentata permeabilità mucosale e, assieme ai livelli di 
proteine rilasciate dai neutrofili attivati, potrebbero costituire un potenziale 
marcatore di infiammazione nel tratto genitale femminile inferiore. 
ANALISI PROTEOMICA DEL CVF NELLA PAZIENTE 
OSTETRICA          
La composizione del CVF materno varia in rapporto all’epoca gestazionale e ciò è 
verosimilmente legato ai cambiamenti età gestazionale-correlati che avvengono 
nella cervice uterina durante il travaglio e il parto (44). In uno studio di Gravett et 
al. (44) sono state arruolate 7 pazienti sane con gravidanza singola, tra la 16a e la 21a 
settimana gestazionale, a membrane intatte, senza evidenza di infezione cervico-
vaginale; tutte le pazienti hanno avuto una gravidanza normodecorsa, non 
complicata da preeclampsia, diabete gestazionale o parto pretermine. È stato 
raccolto e analizzato il CVF di queste pazienti, ottenendo così preziosi 
informazioni sull’espressione proteica nella gravidanza fisiologica. Delle 105 
proteine identificate nel CVF in corso di gravidanza fisiologica, il 32% è coinvolto 
nei processi metabolici, il 22% nella risposta immunitaria, il 14% nella 
proliferazione e differenziazione cellulare, il 9% nei trasporti, l’8% 
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nell’organizzazione cellulare, il 6% nella regolazione enzimatica e il 3% nella 
trasduzione del segnale; la funzione del 6% delle proteine presenti non è ancora 
conosciuta. 
La maggior parte delle proteine sono coinvolte in processi metabolici quali 
regolazione della risposta infiammatoria, degradazione delle proteine e inibizione 
delle proteasi. Tra le proteine regolatrici della risposta infiammatoria, la HSP90, la 
bradichinina e la callicreina sono quelle più rappresentate. L’equilibrio tra proteasi 
e anti-proteasi è critico per il mantenimento della salute tissutale e molto spesso 
uno squilibrio può condurre a serie patologie dell’epitelio cervicale. Ad esempio, 
in caso di carcinoma invasivo del collo dell’utero, i livelli di catepsina B nel CVF 
sono aumentati, mentre quelli di α1 anti-tripsina sono invariati.  
Le molecole pro-infiammatorie più rappresentate nel CVF sono le calgranuline A e 
B, appartenenti alla famiglia delle proteine S100. La loro relativa abbondanza nel 
CVF in corso di gravidanza fisiologica sottolinea la loro importante funzione di 
difesa nei confronti di eventuali microrganismi patogeni a livello vaginale. Le 
molecole anti-infiammatorie, invece, sono indispensabili durante la gravidanza 
per ridurre la risposta immunitaria materna e prevenire le reazioni di rigetto nei 
confronti del feto, secondo l’ormai consolidata  teoria dell’ intolleranza 
immunologica chiamata in causa nella preeclampsia. Le molecole più rappresentate 
che questo gruppo sono la HSP70 e l’antagonista del recettore per l’IL1. Le 
molecole ad attività antimicrobica giocano un ruolo chiave nella prevenzione delle 
infezioni vaginali da agenti batterici e fungine. Nel CVF sono state trovate 
defensine e lattoferritina, entrambe le quali proteggerebbero la vagina da infezioni 
sostenute da Neisseria gonorrhoeae ed Herpes simplex virus 2. 
Alcune proteine presenti nel CVF sono state trovate anche nel siero e nel liquido 
amniotico, ma in quantità differenti. Tra le 15 proteine maggiormente 
rappresentate nel CVF, ben 6 sono presenti in piccola concentrazione nel sangue 
(i.e. calgranulina A e B, mucina 5B, proteina legante gli acidi grassi). Al contrario, 
proteine presenti in abbondanza nel siero (apolipoproteina A-I, fattori del 
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complemento) sono poco rappresentate nel CVF. Inoltre, nel CVF sono state 
trovate alcune proteine (proteina 3 ricca in prolina, cistatina A e B, involucrina) 
presenti anche nel liquido amniotico, ma assenti nel siero. Molto probabilmente 
queste proteine derivano dalle secrezioni dei distretti corio-deciduali. 
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CAPITOLO  4 
IL PARTO PRETERMINE  
Il parto pretermine, definito dall’Organizzazione Mondiale della Sanità come il 
parto che si verifica prima della 37a settimana completa di gestazione, rappresenta 
una delle più frequenti e drammatiche complicanze della gravidanza, in quanto è 
responsabile del 70-80% delle morti perinatali e di una quota ancora più alta di 
morbidità neonatale e di deficit di sviluppo neuro- cognitivo a lungo termine, sia 
nei Paesi sviluppati che in quelli in via di sviluppo.  
Nonostante il parto pretermine sia un fenomeno ampliamente studiato, negli 
ultimi venti anni sono stati fatti pochi progressi nella comprensione dei suoi 
meccanismi etiologici. Il maggiore contributo all’insorgenza di un parto 
pretermine, soprattutto a minor età gestazionale, è imputabile a processi 
infiammatorio-infettivi della regione genito-urinaria femminile (45). Sia le infezioni 
asintomatiche sia quelle sintomatiche del tratto genito-urinario sono associate a un 
aumentato rischio di parto prematuro. La vaginosi batterica, un’alterazione della 
flora vaginale dove i normali lattobacilli sono sostituiti da batteri anaerobi Gram-
negativi come Gardnerella Vaginalis, Bacteroides, Mobiluncus, si associa ad un rischio 
aumentato da 1.5 a 3 volte di parto prematuro. Altri microrganismi come 
Trichomonas vaginalis, Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoae e possono 
associarsi al parto prematuro, ma queste relazioni appaiono meno consistenti in 
rapporto alla vaginosi batterica. Colture di liquido amniotico positive per vari 
microrganismi sono state riportate nel 20-30% di donne con travaglio prematuro, 
anche in presenza di membrane intatte. Tanto più precoce è il parto pretermine, 
tanto più assodato è il ruolo dell’infezione nella sua eziopatogenesi. Poiché la 
prematurità moderata-estrema (20-32 settimane) è responsabile della maggior 
parte della mortalità e morbidità neonatale, è opportuno approfondire le strategie 
preventivo-terapeutiche nei confronti del parto pretermine associato a infezione. 
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La suscettibilità genetica al parto pretermine sostenuto da infezioni è un’intrigante 
area ancora aperta per ricerche future.  
SCREENING 
Ad oggi la predizione e la diagnosi precoce del parto pretermine spontaneo 
rimangono una sfida aperta nel campo dell’Ostetricia.  Nel 2005 la Food and Drug 
Administration (FDA) ha approvato la fibronectina fetale fFN come marcatore di 
travaglio pretermine. La bassa sensibilità e la elevata specificità(46) di questo test 
focalizzano il suo impiego clinico alla identificazione delle pazienti con “falsa” 
minaccia di parto pretermine ed escluderle dai protocolli terapeutici del caso. 
Negli ultimi anni sono stati analizzati diversi fluidi biologici, tra cui saliva, 
plasma, liquido amniotico, fluido cervico-vaginale, alla ricerca di nuovi potenziali 
biomarcatori di travaglio pretermine, più sensibili e specifici di quelli già in uso. 
Goldenberg et al. (47) hanno dimostrato che un livello sierico di fattore stimolante 
le colonie di granulociti (G-CSF) sopra il 75o percentile e un livello di ferritina 
sierica sopra il 90o percentile sono, in combinazione, tra i più validi marcatori di 
SPTB; anche alti livelli sierici di α-feto proteina, fosfatasi alcalina, fattore 
rilasciante la corticotropina (CRF) sono associati al rischio di SPTB. Sono state 
investigate come possibili biomarkers di parto pretermine anche le citochine, le 
quali potrebbero essere coinvolte nella patogenesi della patologia attraverso la 
loro capacità di stimolare la sintesi di prostaglandine. Nelle donne con parto 
pretermine sono state osservate concentrazioni elevate di diverse interleuchine 
(IL), tra cui IL-6, nel sangue e nel liquido amniotico (48). Woodworth et al. (49) hanno 
misurato i livelli di diverse citochine nel CVF: tra l’IL-6, il TNF-α e l’IL-2R, solo la 
prima è risultata significativamente associata al parto pretermine. Tuttavia, non è 
emersa nessuna correlazione tra epoca gestazionale e livelli di IL-6 nel CVF. 
Recenti progressi nelle tecniche proteomiche di separazione, identificazione e 
quantificazione hanno permesso di eseguire un’indagine approfondita delle 
proteine espresse in grandi e piccole quantità in diversi tessuti e fluidi biologici. 
 
25 
 
Analisi proteomica applicata al liquido amniotico 
Le conseguenze neonatali legate alla prematurità possono divenire devastanti 
qualora il parto pretermine sia associato ad un’ infezione intra-amniotica (IAI). 
L’infezione intrauterina clinicamente manifesta oppure silente determina una 
risposta infiammatoria intra-amniotica che induce il rilascio di citochine e 
chemochine in grado di scatenare contrazioni premature oppure indurre una 
pPROM. Una severa risposta infiammatoria intrauterina durante la gravidanza è il 
maggior fattore di rischio per un deficit di sviluppo neuro-cognitivo a lungo 
termine nel nascituro. Purtroppo, attualmente non disponiamo di test rapidi, 
sensibili e specifici per una diagnosi precoce di infezione intra-amniotica. 
Buhimschi et al. (50) hanno applicato la proteomica al liquido amniotico per la 
creazione di un profilo proteico che possa accelerare la predizione o la diagnosi 
precoce di un’infezione intra-amniotica, permettendo così di instaurare 
tempestivamente una terapia appropriata. Gli Autori hanno, inoltre, introdotto un 
punteggio, MR score, per quantificare la severità dell’infiammazione in base 
all’espressione proteica:  
 - MR  0:  nessuna infiammazione 
 - MR 1-2:  infiammazione lieve  
 - MR 3-4:  infiammazione severa. 
Le pazienti con un’infiammazione severa del liquido amniotico (MR score 3-4) 
hanno un intervello di tempo più breve tra amniocentesi e parto (valore medio 0,4 
giorni), rispetto a quello delle pazienti con MR score di 0 (valore medio 17 giorni) e 
di 1-2 (valore medio 3,8 giorni); pertanto uno score elevato si associa a maggior 
rischio di parto pretermine. Si è vista, inoltre, una significativa associazione tra 
MR score e severità istologica della corioamnionite (r = 0,599; p < 0,001). 
Gli indici ematologici neonatali e la rapida insorgenza di sepsi neonatale correlano 
significativamente con MR score (OR per MR score 3-4: 3.3, 95% CI, 1.1-9.2). 
Rispetto agli altri test utilizzati di routine per la diagnosi di infiammazione – 
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infezione intra-amniotica, MR score presenta la migliore accuratezza nel rilevare 
un’infiammazione intra-amniotica ( globuli bianchi > 100/mm3), mentre la 
combinazione MR score e colorazione di Gram è il modo migliore per la predizione 
di un’infezione intra-amniotica (coltura del liquido amniotico positiva). 
Successivamente, Buhimschi et al. (51) hanno utilizzato un approccio proteomico 
multidimensionale per individuare e comprendere i cambiamenti che avvengono 
nel proteoma del liquido amniotico in caso di parto pretermine spontaneo non 
associato a infiammazione o sanguinamento deciduale. Nel gruppo di pazienti che 
presentavano questo quadro clinico sono stati identificati 5 picchi proteici nella 
regione compresa tra 10 e 12,5 kDa; questo profilo proteico è stato definito Q-
profile e i picchi sono stati chiamati Q1, Q2, Q3, Q4 e Q5. 
 
                   
                          I 5 picchi del Q-profile nella regione compresa tra 10 e 12,5 kDa, nelle pazienti 1 e 2 
                          con gravidanza complicata da parto pretermine. Nella paziente 3, con gravidanza normo – 
                          decorsa, non si osservano i 5 picchi. R rappresenta il picco di una proteina di riferimento (un  
                          frammento della β2-microglobulina), presente in tutte e tre le pazienti.  
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Attualmente il Q-profile è il primo profilo proteico in grado di identificare le 
pazienti a rischio di parto pretermine, nonostante l’assenza di un pattern proteico 
di tipo infiammatorio. I picchi proteici che caratterizzano il Q-profile sono stati 
analizzati dal Panther-system e si è visto che sono costituiti principalmente da 
proteine coinvolte nel metabolismo, nella trasduzione del segnale e nel trasporto 
trans membrana. 
Il liquido amniotico che presenta il Q-profile è caratterizzato da: 
 - iperespressione di: IGFBP-1, APO I e IV, lumican e α1-microglobulina (bikunina) 
 - ipoespressione di: α1 anti-tripsina, α2 anti-plasmina 
IGFBP-1: è prodotto dalla decidua e dal fegato fetale e sembra giocare un ruolo 
importante nella crescita fetale; si è visto che elevati livelli di IGFBP-1 a metà 
gravidanza si associano a difetti della crescita fetale. 
APO I e IV: studi precedenti hanno già dimostrato la loro presenza nel liquido 
amniotico, ma non si è indagato in merito al rapporto tra la loro concentrazione e 
l’ootcome feto-neonatale. 
LUMICAN: svolge un ruolo importante nello sviluppo embrionale, nella 
riparazione dei tessuti nell’organizzazione del collagene e nel mantenimento della 
trasparenza corneale. 
BIKUNINA: è un inibitore delle proteasi che si trova soprattutto nel liquido 
amniotico e, in misura minore, nelle urine e nel siero; ha effetti sulla crescita e 
sulla differenziazione cellulare e ha azione anti-infiammatoria, bloccando la 
produzione di citochine a livello sistemico. Probabilmente gli elevati livelli di 
bikunina che si riscontrano nel Q-profile sono in grado di spegnere un processo 
infiammatorio in corso e permettere un proseguimento della gravidanza. Si è 
visto, infatti, che nell’ambito del gruppo “parto pretermine” partoriscono ad 
epoche gestazionali maggiori quelle pazienti che esprimono il Q-profile rispetto a 
quelle che presentano un pattern proteico di tipo infiammatorio. 
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Tutte le proteine sottoespresse nel Q-profile appartengono alla superfamiglia delle 
SERPINE, il cui ruolo nel liquido amniotico non è ancora chiaro. Uno studio ha 
dimostrato livelli elevati di tripsina e ridotti di anti-tripsina nel liquido amniotico 
di pazienti con pPROM, tuttavia questa osservazione non è stata confermata dagli 
studi successivi. 
Analisi proteomica applicata al CVF  
La raccolta del CVF è minimamente invasiva e relativamente sicura, rispetto al 
prelievo di liquido amniotico tramite amniocentesi o all’escissione di tessuto 
trofoblastico e deciduale; ciò fa sì che il CVF sia il campione più velocemente 
disponibile per lo studio delle patologie della gravidanza. Gravett et al.  (52) hanno 
identificato potenziali marcatori di travaglio pretermine (PTL) e parto pretermine 
spontaneo (SPTB) attraverso un approccio proteomico multiplo applicato al CVF 
di tre gruppi di pazienti: 1) donne con sintomi di travaglio pretermine ma che 
hanno poi partorito a termine, 2) donne con parto pretermine e  3) controlli sani, 
compatibili per epoca gestazionale. L’analisi proteomica del CVF ha identificato 
205 proteine, coinvolte soprattutto nel metabolismo (25%), nella risposta immune 
(23%) e nel trasporto intercellulare (18%). Non deve stupire l’alta percentuale di 
proteine immunoregolatrici: l’ambiente vaginale, per definizione, non è sterile, ma 
attraverso un’adeguata risposta immunitaria deve essere in grado di prevenire 
l’invasione e la colonizzazione batterica del tratto genitale superiore, generalmente 
sterile. Tredici delle  proteine identificate sono risultate differentemente espresse 
(p < 0.003) nei tre gruppi di pazienti, in particolare: 
 - 10 proteine hanno mostrato un progressivo aumento di espressione in controlli < 
PTL < SPTB 
 - 3 proteine hanno mostrato una progressiva diminuzione di espressione in 
controlli > PTL > SPTB 
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 Le calgranuline A, B e C, appartenenti al gruppo delle proteine S100, sono 
espresse in modo diverso nel siero e nel liquido amniotico di pazienti con SPTB e, 
generalmente, sono iperespresse anche in corso di infiammazione-infezione (50); 
inoltre, aumentati livelli di proteine S100 nel sangue, nelle urine e nel liquido 
cerebrospinale del neonato si associano a danno neurologico neonatale (53) 
Probabilmente la maggior abbondanza di proteine S100 nel fluido cervico-vaginale 
CODICE 
PROTEINA            
  NOME PROTEINA                        SPECTRAL COUNT p-VALUE 
  controlli                PTL                        SPTB  
P06702 Calgranulina B 240                         272                            426 0.000 
P02787 precursore della sierotranferrina   88.5                       89                             144 0.000 
P05109 Calgranulina A   96                         134                             172 0.000 
Q01469 proteina legante gli acidi grassi 209                         116                               58 0.000 
P01009 precursore dell'α1 anti-tripsina     2                               5                              57         0.000 
P07737 Profilina 1    22                            34                              49 0.002 
P12429 Annessina A3    14                            25                              48 0.000 
P00738 precursore dell'Aptoglobina    16                            16                              40 0.002 
P04406 deidrogenasi gliceraldeide 3 
fosfato 
   16                            35                              39 0.003 
P02763 precursore della glicoproteina 
acida α1 
     7                            12                              38 0.000 
P62328 Timosina β4     10                           31                              35 0.000 
P13796 L-plastina       8                           22                               30 0.001 
P80511 Calgranulina C       1                             3                               22 0.003 
P02744 precursore della proteina legante 
la vit.D 
     3                              6                               22 0.001 
P04792 Heat shock protein β1     30                          11                                  4 0.000 
P15924 Desmoplachina     22                            1                                  1 0.003 
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di donne che hanno partorito pretermine rispetto a donne che hanno avuto solo 
sintomi di travaglio pretermine ma hanno poi partorito a termine può essere 
spiegata dalla presenza di un’infezione subclinica che ha scatenato il parto 
pretermine. 
Nel fluido cervico-vaginale di donne che hanno partorito pretermine risultano 
iperespresse diverse proteine di fase acuta: 
 - α1-antitripsina: si tratta di una glicoproteina inibitrice delle proteasi, che viene 
rilasciata dai leucociti in risposta a stimoli infiammatori; gioca un ruolo 
importante nell’adesione placentare alla superficie uterina. La produzione di 
questa molecola da parte del trofoblasto umano è stata ampiamente dimostrata 
dagli studi di Bergman et al. nel 1993; 
 - annessina A3: il ruolo di questa molecola non è ancora chiaro; la sua presenza 
nei neutrofili e nella placenta come mediatore del trasporto tran membrana del 
calcio sembra supportare un suo possibile ruolo nella fisiopatologia del SPTB; 
 - annessina A5: questa molecola è implicata nella patogenesi dell’aborto, della 
preeclampsia, del ritardo di crescita fetale e probabilmente dei disordini 
placentali-deciduali che conducono al parto pretermine. 
Le proteine ipoespresse nel fluido cervico-vaginale di pazienti con PTL e SPTB 
sono la proteina legante gli acidi grassi, l’heat shock protein β1 e la 
desmoplachina. 
La desmoplachina è un componente essenziale di particolari strutture, i 
desmosomi, coinvolte nell’adesione e nella comunicazione intercellulare e presenti 
nel CVF e nelle membrane amnio-coriali. Il ruolo della desmoplachina nella 
patogenesi del travaglio pretermine non è chiaro. Inoltre, studi diversi hanno 
fornito risultati diversi in merito alla concentrazione di desmoplachina-1 nel CVF 
di donne con parto pretermine: Gravett et al. (52) hanno notato concentrazioni 
ridotte, mentre Shah et al. (54) hanno registrato concentrazioni aumentate fino a 70 
volte. 
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La diagnosi precoce infezioni intrauterine, intese come infezioni intra-amniotiche 
(IAI) è difficile, in quanto la fase clinicamente manifesta è tardiva. I test non 
invasivi attualmente disponibili (i.e. conta dei globuli bianchi materni, proteina C 
reattiva) hanno un limitato valore predittivo; altri test, tra cui la misurazione del 
glucosio, dei leucociti e dell’IL-6 nel liquido amniotico, richiedono una procedura 
invasiva quale l’amniocentesi e, in caso di coltura del liquido amniotico, sono 
necessari parecchi giorni per i risultati microbiologici. In uno studio condotto da 
Gravett et al. (55) si è caratterizzato il profilo proteico del liquido amniotico (LA) 
ottenuto da scimmie rhesus con IAI e da donne con IAI subclinica e parto 
pretermine. In entrambi i casi si sono osservati elevati livelli di peptidi con PM di 
3-5 KDa e 10.8 kDa, riferibili a calgranuline A e B e a frammenti di IGFBP-1. 
Gravett et al. (55) hanno, successivamente, condotto uno studio sul CVF di primati 
non umani, per verificare se i marcatori proteomici di IAI precedentemente 
individuati nel liquido amniotico siano espressi anche in un sito più accessibile, 
quale il canale vaginale. Da una comparazione tra i profili proteici ottenuti da 
primati con IAI (casi) e primati sani (controlli) sono emerse 27 proteine 
differentemente espresse nei due gruppi; si tratta principalmente di proteine 
immunoregolatrici, quali calgranuline, azurocidina, lipocalina, L-plastina e altre. 
In definitiva, si è notata una sovrapposizione tra le proteine differentemente 
espresse nel LA e nel CVF in corso di infezione intra-amniotica. 
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CAPITOLO 5 
PRECLAMPSIA 
La preeclampsia è un disordine sistemico della gravidanza e può avere una 
presentazione clinica multiforme. Tale patologia, infatti, può insorgere 
precocemente (prima della 34a settimana gestazionale) oppure tardivamente (oltre 
la 34a settimana gestazionale); può presentarsi come patologia esclusivamente 
materna oppure può associarsi ad una compromissione della crescita fetale 
(IUGR), ad un parto pretermine e alle conseguenze della prematurità. Inoltre può 
evolvere in forme lievi-moderate o severe sulla base dei valori pressori, della 
proteinuria e della presenza di sintomi legati a coinvolgimento renale, cerebrale, 
epatico e vascolare. Le forme più gravi si sono quelle in cui si verifica un 
coinvolgimento multiorgano (HELLP syndrome, acronimo di Hemolysis, Elevated 
Liver enzymes, Low Platelet) o che sfociano in un attacco eclamptico. La morte 
materna è molto spesso riconducibile alla crisi eclamptica, all’emorragia cerebrale, 
all’insufficienza epato-renale, all’edema polmonare; queste complicanze possono 
spesso essere evitate attraverso uno stretto monitoraggio della paziente e un 
corretto timing del parto. Nei Paesi sviluppati, dove l’accesso alle cure 
d’emergenza è efficiente, il fardello della mortalità e della morbidità ricade quasi 
esclusivamente sul feto: la preeclampsia  e  l’eclampsia sono responsabili del 10% 
delle morti fetali e perinatali (56). La mortalità neonatale è legata principalmente 
alle conseguenze di un parto prematuro iatrogeno,  intrapreso per salvaguardare 
la vita della madre; altre cause di outcome neonatali sfavorevoli sono legati al 
rischio di abruptio placentae, ritardo di crescita intrauterina (IUGR) e 
oligoidramnios. 
L’etiopatologia dei disordini ipertensivi in gravidanza non è ancora chiara. Ciò 
che ormai è chiaro e supportato da numerosi studi è il ruolo centrale della placenta 
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nella fisiopatologia della preeclampsia. Nella preeclampsia, il citotrofoblasto non 
va incontro a questo switch delle molecole di adesione e non è in grado di 
invadere adeguatamente i vasi miometriali (57). Soltanto negli ultimi anni si sono 
delineati con chiarezza i fattori angiogenici che regolano il processo della corretta 
placentazione: VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2, PIGF, Tie-1 e Tie-2, la cui espressione è 
modulata dal HIF-1. Nella preeclampsia, l’attività del HIF-1 è aumentata e, di 
conseguenza, l’espressione di queste proteine risulta alterata; in particolare, un 
eccesso di trasforming growth factor-β3 (TGF-β3) è responsabile di un arresto 
dell’invasione citotrofoblastica. 
Sebbene le prime alterazioni compaiano nella placenta, l’organo bersaglio della 
preeclampsia è l’endotelio materno. Le diverse manifestazioni cliniche della 
patologia riflettono la disfunzione endoteliale sistemica che conduce a 
vasocostrizione e ischemia d’organo. È stato ipotizzato che diversi fattori solubili 
circolanti, originati dalla placenta ischemica, siano responsabili delle 
manifestazione sistemiche della preeclampsia.                                   
PREDIZIONE E DIAGNOSI 
Sono stati ricercati e proposti diversi marcatori volti alla identificazione di pazienti 
a rischio o alla diagnosi precoce di preeclampsia; tuttavia, sono necessari ulteriori 
studi su larga scala per confermare la validità di questi biomarkers, prima di 
utilizzarli nella pratica clinica come test di screening (58). 
 
BIOMARKERS                  CONCENTRAZIONI PLASMATICHE  ALTRE CORRELAZIONI 
   I trimestre      II trimestre      preeclampsia manifesta   
sFlt-1         --                            ↑                                      ↑                        -- 
sEng         --                            ↑                                      ↑ IUGR, HELLP, SGA 
PlGF        ↓                               ↓                                          ↓ SGA 
PP-13        ↓                            ↑                                      ↑ IUGR, parto pretermine 
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Nel siero delle pazienti preeclamptiche, inoltre, si è notato un aumento dei 
perossidi e dei prodotti di perossidazione lipidica e una diminuizione di acido 
ascorbico, vitamina E, α-tocoferolo e βcarotene (59). 
Il riscontro di un’inadeguata perfusione placentare nella patogenesi dei disordini 
ipertensivi in gravidanza ha condotto all’utilizzo dell’EcoDoppler per valutare la 
velocità del flusso ematico nell’arteria uterina. Allo stato attuale l’indice di 
pulsatilità, da solo o in associazione con la persistenza del notch diastolico 
bilaterale, è il più importante parametro ecografico per la valutazione del rischio 
di sviluppare preeclampsia. La combinazione del dato ecografico di perfusione 
uterina nel secondo trimestre e dell’analisi dei fattori angiogenetici potrebbe 
aumentare la capacità di rilevazione delle situazioni  a rischio, in particolare della 
preeclampsia a precoce insorgenza. 
Analisi proteomica applicata al siero 
In uno studio condotto da Watanabe et al. nel 2004  (60) sono stati analizzati dal 
punto di vista proteomico campioni ematici ottenuti dal sangue periferico di 6 
pazienti preeclamptiche e 6 pazienti con gravidanza fisiologica. Dai dati ottenuti, è 
emerso che i livelli sierici di clusterina sono aumentati nel gruppo di pazienti 
preeclamptiche, rispetto ai controlli. La clusterina è un eterodimero di 75-80 kDa 
presente in molti fluidi biologici; si tratta di una proteina multifunzionale, la cui 
espressione aumenta in corso di nefropatie, patologie neurodegenerative, 
P-selectina        ↑                               ↑                                          ↑                       -- 
ADAM-12        ↓                            --                                        -- 
trisomia 21 e 18, SGA, 
IUGR 
PTX3        ↑                               ↑                                          ↑ IUGR 
PAPP-A        ↓                               ↓                                          ↓ peso alla nascita 
Visfatina        --                            ↓↑                                     ↑↓ 
DM II, DM gestazionale, 
IUGR 
Adrenomedullina        ↑                              ↑                                          ↑ disordini vascolari 
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aterosclerosi, infarto miocardico e tumori maligni, in risposta ad un danno 
tissutale. In quest’ottica, possiamo fornire tre spiegazioni in merito agli aumentati 
livelli sierici di clusterina nella preeclampsia: 
- la disfunzione endoteliale sistemica induce un’iperespressione del gene che 
codifica la clusterina; 
- l’aumento dei livelli sierici e urinari di clusterina riflette il danno renale 
osservabile nella preeclampsia; 
- l’attivazione piastrinica nella preeclampsia facilita il rilascio di clusterina dagli 
α-granuli delle piastrine. 
Il possibile ruolo della clusterina come heat-shock-protein può far luce su uno dei 
meccanismi che conducono alla preeclampsia, ovvero lo stress ossidativo quale 
causa di danno endoteliale.  
Tuttavia, i livelli sierici di clusterina non correlano con i valori pressori e la 
proteinuria e, al momento, non possono essere utilizzati da soli nello screening 
della preeclampsia. 
Analisi proteomica applicata al liquido amniotico 
Nel 2008 è stato condotto uno studio pilota per l’identificazione nel liquido 
amniotico (LA) di biomarcatori proteomici discriminatori di preeclampsia, 
utilizzando la SELDI-TOF -spettrofotometria di massa. I risultati di questo studio 
hanno dimostrato che con l’analisi proteomica del LA è possibile distinguere i casi 
di preeclampsia da quelli di ipertensione cronica e dai controlli sani 
normotensivi(61). 
I due biomarcatori discriminatori sono i seguenti: 
- picco X (17.3 kDa): si tratta di un peptide conosciuto come SBBI42, la cui 
funzione non è ancora conosciuta; è in grado di distinguere le pazienti 
preeclamptiche dai controlli sani normotensivi. 
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- picco Y (28.0 kDa): è stato identificato come proapolipoptroteina A-I, in grado di 
distinguere le pazienti con preeclampsia o ipertensione cronica dai controlli sani 
nornotensivi. 
È plausibile, quindi, ritenere il picco X marcatore di preeclampsia e il picco Y 
marcatore di ipertensione. 
Le apolipoproteine sono delle proteine ubiquitarie nel nostro organismo, con 
molteplici funzioni, tra cui quella di trasportare i lipidi di origine alimentare e 
quella di fungere da coenzimi, ligandi recettoriali e trasportatori transmembrana 
di lipidi. Esistono sette classi di apolipoproteine e diverse sottoclassi: A (apo A-I, 
apo A-II, apo A-IV, apo A-V), B (apo B48, apo B100), C (apo C-I, apo C-II, apo C-
III, apo C-IV), D, E, H e J. Il liquido amniotico contiene tutte le classi di 
apolipoproteine (eccetto la B) ad una concentrazione pari all’1% di quella 
plasmatica; derivano principalmente dai polmoni fetali, dove esse costituiscono 
uno dei principali componenti del surfactante alveolare. Studi recenti hanno 
dimostrato un’associazione tra preeclampsia e deficit di surfactante alveolare. Le 
apolipoproteine derivano dal clivaggio di pro-ormoni, le pro-apolipoproteine, la 
cui sintesi è influenzata da fattori ormonali (insulina, glucagone, tiroxina, 
estrogeni, androgeni) e  dall’assunzione di alcool e di alcuni farmaci (statine, acido 
nicotinico, fibrati). La sintesi della componente proteica del surfactante è, inoltre, 
regolata da citochine pro-infiammatorie quali IL-1, IL-6, IL-8 e GM-CSF. 
La preeclampsia si associa a ridotti livelli circolanti di IL-1 e GM-CSF, il che 
potrebbe, almeno in parte, spiegare l’alta incidenza di deficit di surfactante tra le 
pazienti preeclamptiche. È, inoltre, possibile che gli elevati livelli di 
proapolipoproteinaA-I nel liquido amniotico delle pazienti preeclamptiche  
rappresentino un iniziale meccanismo di compenso per mantenere adeguati livelli 
di apolipoproteina nel surfactante. 
Un lieve aumento delle transaminasi sieriche è di comune riscontro nelle pazienti 
preeclamptiche, mentre un coinvolgimento epatico importante si può osservare 
nel 10% dei casi di preeclampsia severa. 
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L’attività sierica di conversione della proapolipoproteina A-I è direttamente 
correlata con la funzionalità epatica e inversamente correlata con il rapporto 
proapolipoproteina A-I/apolpoproteina A-I. Quindi, a causa di una ridotta attività 
di conversione nel fegato della paziente preeclamptica, è lecito aspettarsi elevati 
livelli di proapolipoproteina A-I nel siero della paziente. 
Sono necessari ulteriori studi per confermare queste osservazioni, comprendere il 
preciso ruolo della proapolipoproteina A-I e della SBBI42 nella patogenesei della 
preeclampsia e definire il rapporto tra proapolipoproteina A-I e apolipoproteina 
A-I nel siero della paziente preeclamptica. 
Inoltre, è opportuno valutare se questi due nuovi marcatori proteomici possono 
essere dosati nel sangue o nelle urine delle pazienti gravide come test di screening 
o test diagnostico di preeclampsia. 
Analisi proteomica applicata alla placenta 
Uno studio recente di Jin et al. (62) si è proposto di analizzare l’espressione proteica 
del tessuto placentare di donne affette da preeclampsia, in modo da ottenere una 
mappa proteomica di riferimento per tale patologia. Successivamente è stata 
effettuata una comparazione tra il profilo proteico della placenta preeclamptica e 
quello della placenta sana. Le cellule trofoblastiche placentari sono state separate e 
raccolte con tecnica LMC (laser capture micro-dissection). Le proteine 
trofoblastiche sono state estratte e separate con tecnica SDS-PAGE (sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) e, successivamente, tramite 
LC-MS/MS (liquid chromatography coupled to mass spectrometry) sono state 
identificate. 
In un secondo momento, l’elettroforesi in due dimensioni (2DE) e la 
spettrofotometria di massa (MS) hanno permesso di identificare le proteine 
differentemente espresse nei due gruppi studiati. 
Nelle cellule trofoblastiche del tessuto placentare preeclamptico sono state 
identificate 962 proteine, successivamente classificate in base alla loro attività 
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biomolecolare attraverso il database “gene ontology” (GO): il 29% sono 
componenti cellulari,  il 31%  proteine coinvolte in diversi processi biologici e il 
40%  proteine con funzioni molecolari. Le proteine con funzione di componente 
cellulare sono localizzate prevalentemente a livello di membrana (17%), nucleo 
(15%), citoplasma (14%) e mitocondri (11%). I maggiori processi biologici in cui 
sono coinvolte le proteine includono processi metabolici (3.2%),  processi di 
trasduzione del segnale (2.8%), processi di trasporto (5%) e processi legati alla 
gravidanza (1%); la quota rimanente non è stata identificata. Le principali 
funzioni molecolari sono sostenute da proteine leganti proteine (23%) e da 
proteine leganti nucleotidi (15%). 
Dalla comparazione tra le mappe proteiche del gruppo preeclamptico e di quello 
sano di controllo sono emerse 13 proteine differentemente espresse, come 
illustrato nella Fig.3    
Nel profilo proteico preeclamptico risultano iperespresse 10 proteine  e 
sottoespresse 3, come illustrato nella seguente tabella seguente (TAB 2). 
 
NR. 
SPOT 
      CODICE                        NOME  PROTEINA PM 
(kDa) 
pI LIVELLI 
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CAPITOLO 6 
29    
IPI00551023 
heat shock protein 1 22754,5 5,98     ↑ 
171    
IPI00003362 
precursore della proteina regolatrice del glucosio 35814 5,65     ↑ 
16    
IPI00436021 
titina 51936,1 7,62     ↓ 
392    
IPI00017334 
proibitina 29785,9 5,57     ↑ 
415    
IPI00383227 
calnessina 31166,1 4,62     ↓ 
162    
IPI00218918 
annessina A1 38558,9 6,64     ↑ 
351    
IPI00291328 
NADH-ubiquinone ossidoriduttasi 27374 8,22     ↑ 
73    
IPI00000692 
proteina 3 del canale intracellulare al cloro 26631,7 5,99     ↑ 
185    
IPI00335168 
isoforma 1 della catena leggera della miosina 16919,1 4,56     ↑ 
91    
IPI00414057 
actina alpha 1 28226 5,65     ↑ 
47    
IPI00295684 
cheratina 10 58791,6 5,09     ↑ 
194    
IPI00018149 
centrosoma pr 290151,2 5,76     ↑ 
257  non identificata       ↓ 
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SCOPO DELLO STUDIO 
 Lo studio, oggetto della tesi, è stato condotto presso l’Istituto di Clinica Ostetrica e 
Ginecologica dell’IRCCS Burlo Garofolo, in collaborazione con il Laboratorio di 
Biologia dei Leucociti e di Proteomica dell’International Center for Genetic 
Engineering and Biotechnology (ICGEB) di Padriciano (TS). L’obiettivo è stato 
quello di proseguire ed ampliare un progetto iniziato nel 2006 relativo allo studio 
dell’espressione proteica del fluido cervico-vaginale in diverse condizioni fisio-
patologiche della donna. 
Gli obiettivi del presente studio sono: 
 -  valutazione dell’espressione proteica del fluido cervico-vaginale nella 
gravidanza fisiologica e nella gravidanza complicata da travaglio pretermine, 
ipertensione gestazionale e preeclampsia;   
  -    identificazione di potenziali biomarcatori di patologia in base ai diversi profili  
proteici ottenuti. 
La scoperta di test predittivo-diagnostici validi ed efficaci condurrebbe ad una 
svolta determinante nel management clinico di due delle principali patologie 
ostetriche, assicurando migliori outcome materno-neonatali. Alla luce di queste 
considerazioni, si ritiene opportuno sottolineare la necessità di uno studio rivolto 
alla ricerca di potenziali marcatori di queste patologie ostetriche, in un sito 
facilmente accessibile quale l’ambiente cervico-vaginale.  
 
  
 
CAPITOLO 7 
MATERIALI E METODI 
41 
 
ARRUOLAMENTO  DELLE  PAZIENTI         
          La popolazione oggetto d’esame del presente studio è rappresentata da:  
● 15 pazienti con gravidanza fisiologica o a basso rischio (gruppo di controllo N); 
●  7 pazienti con diagnosi di ipertensione gestazionale (gruppo HT); 
●  3 pazienti con diagnosi di preeclampsia (gruppo PE); 
 ● 7 pazienti con diagnosi di travaglio di parto pretermine (gruppo PT).  
Le pazienti sono state selezionate con metodo Bernoulliano dalla popolazione 
afferente alla Clinica Ostetrico-Ginecologica dell’IRCCS Burlo Garofolo di Trieste 
previo consenso informato approvato dal Comitato Bioetico. 
Più precisamente, il gruppo di controllo è costituito dalle pazienti con gravidanza 
fisiologica o a basso rischio che sono afferite all’ambulatorio delle malattie 
sessualmente trasmesse,  per l’esecuzione del tampone vaginale e rettale per la 
ricerca dello Streptococco di gruppo B (GBS) tra la 34a e la 37a settimana 
gestazionale. 
Il gruppo HT è costituito dalle pazienti gravide con valori pressori sistolici ≥ 140 
mmHg e diastolici ≥ 90 mmHg comparsi a partire dalla 20a settimana di età 
gestazionale e senza che fosse documentata una preesistente ipertensione né 
sintomi accompagnatori. 
 Il gruppo PE è costituito dalle pazienti gravide con valori pressori sistolici ≥ 140 
mmHg e diastolici ≥ 90 mmHg e con la presenza di valori superiori a 300 mg di 
proteine nella raccolta urine delle 24 ore. 
 Il gruppo PT è costituito dalle pazienti che presentavano, in un periodo compreso 
tra la 20a e la 37a settimana di gestazione, contrazioni uterine documentate da 
tracciato cardiotocografico (4 contrazioni ogni 20 minuti oppure 8 ogni 60 minuti) 
associate a modificazione del collo, cervicometria ≤ 20 mm e test alla fibronectina 
positivo. Sono state arruolate in questo gruppo solo le pazienti in cui si sospettava 
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un parto pretermine idiopatico; a tale scopo, sono state escluse le pazienti con 
gravidanze gemellari e quelle con  anomalie congenite o acquisite della cavità 
uterina o della cervice. 
RACCOLTA DEL CAMPIONE  BIOLOGICO 
I campionamenti del gruppo di controllo sono stati effettuati tra la 34a e la 37a 
settimana gestazionale, in occasione dell’esecuzione del tampone vaginale e rettale 
per la ricerca del GBS. 
I campionamenti dei gruppi HT e PE sono stati effettuati al momento della prima 
diagnosi, prima di ogni presidio terapeutico. 
I campionamenti del gruppo PT sono stati effettuati nella fase acuta di insorgenza 
della sintomatologia. 
          Ogni campionamento è costituito da: 
 ● un lavaggio vaginale effettuato con 10 ml di soluzione fisiologica (NaCl 0.9%); 
 ●  un tampone vaginale; 
 ● un prelievo tramite spatola di Ayre delle secrezioni cervico-vaginali, processato 
successivamente con colorazione di Gram.  
Il materiale biologico così ottenuto è stato inviato in parte al Laboratorio 
Batteriologico del Dipartimento di Igiene e Medicina Preventiva dell’IRCCS Burlo 
Garofolo di Trieste e in parte al Laboratorio di Biologia dei Leucociti e di 
Proteomica dell’International Centre for Genetic Engineering and Biotechnology 
(ICGEB) di Padriciano (TS). 
L’esame colturale e la colorazione di Gram permettono di valutare la presenza di 
un’eventuale colonizzazione vaginale anomala, sostenuta da batteri, miceti o 
Trichomonas vaginalis. La procedura del lavaggio vaginale prevede l’utilizzo di 
un volume noto di liquido, generalmente soluzione fisiologica, che non sia 
soggetto a reazioni con alcun substrato e che non alteri il campione da indagare e 
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permette di ottenere un valido campione biologico per lo studio dell’espressione 
proteica del fluido cervico-vaginale in gravidanze a basso ed alto rischio. 
Durante il campionamento, sono stati effettuati i seguenti passaggi: 
● previo inserimento di uno speculum, in condizioni di sterilità dell’operatore e 
del liquido iniettato, sono stati introdotti in vagina 5 ml di soluzione fisiologica 
(NaCl 0,9%) tramite una breve sonda flessibile di circa 4 cm di lunghezza, 
collegata ad una siringa; 
● tramite spatola di Ayre, il liquido è stato mescolato alle secrezioni presenti nel 
canale vaginale; 
● successivamente il liquido è stato riaspirato dal fornice vaginale posteriore, in 
volume pressoché pari a quello inettato, ed è stato riversato in una provetta da 10 
ml contenente un inibitore delle proteasi in fase solida (Complete TM, Roche); 
● le operazioni appena descitte sono state ripetute una seconda volta, in modo da 
ottenere un totale di 10 ml di liquido di lavaggio; 
● la provetta contente il campione è stata agitata fino al completo scioglimento nel 
liquido della fase solida. 
La raccolta delle secrezioni cervico-vaginali ottenuta tramite lavaggio fornisce una 
diluizione media di 1:10; tale rapporto può poi essere modificato con i successivi 
passaggi di trattamento del campione che di norma prevedono almeno una 
centrifugazione a velocità e per tempi diversi a seconda degli Autori (63). 
Il razionale d’impiego del lavaggio vaginale al fine del presente studio è 
confermato da altri lavori, i quali hanno evidenziato la maggior sensibilità del 
lavaggio vaginale rispetto allo swabbing endocervicale studiando 188 donne in cui 
sono state eseguite entrambe le metodiche per la ricerca del DNA dell’Herpes 
Simplex Virus di tipo 2 (64,65). Inoltre, il campionamento delle secrezioni cervico-
vaginali tramite lavaggio vaginale risulta in assoluto la metodica più indicata nello 
studio dell’immunità umorale; infatti, essa è in grado di fornire una grande 
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quantità di componenti acellulate, quali fattore C3 del complemento, 
glicoproteine, immunoglobuline, lattoferrina, albumina, cioè proteine secrete in 
loco o trasudate dal plasma che, nel loro insieme, costituiscono la fase liquida del 
secreto stesso. 
TRATTAMENTO DEL CAMPIONE BIOLOGICO 
● Il campione è stato in un primo tempo centrifugato a 2000 rpm a 4o Celsius per 
10 minuti, ottenendo un sopranatante e un pellet. Il sopranatante è stato prelevato 
e nuovamente centrifugato a 4000 rpm a 4o Celsius per 10 minuti; il pellet è stato 
scartato e il sovranatante stoccato in aliquote di 0.5 ml (small tubes). 
A questo punto, è possibile immagazzinare il campione a -20o Celsius oppure 
proseguire con i passaggi di seguito descritti. 
● Il passaggio successivo prevede la determinazione della concentrazione proteica 
tramite spettrofotometro. Da una small tube si prelevano 3 μl, di cui 1 μl viene 
mescolato a 49 μl d’acqua (C1) e i restanti 2 μl con 48 μl d’acqua (C2); tali 
soluzioni, C1 e C2, sono state poi messe a contatto con 1,5 ml di reagente Bio-Rad 
Assay®  (a base di Coomassie Blue, acido fosforico e metanolo) diluito in acqua 
(2.4 reagente: 9.6 acqua). 
Dopo 5 minuti, le provette C1 e C2 sono state diposte nello spettrofotometro, dove 
veniva rilevata l’assorbanza; da questa, tramite l’equazione di Bradford, è 
possibile ricavare la concentrazione proteica della soluzione. 
● Successivamente è stato calcolato il volume di campione che contiene 600 μg di 
proteine; prelevando tale volume dalle provette mantenute a -20o Celsius, si faceva 
precipitare con acido tricloroacetico al 10% overnight a 4o Celsius (soluzione A1). 
Si è centrifugata poi la soluzione A1 a 14000 rpm a 5o Celsius per 15 minuti con 
successiva eliminazione del sopranatante; per tre volte il sedimento è stato lavato 
con 600 μl di etanolo ed etere, poi centrifugato a 15000 rpm per 10 minuti; è stato 
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rimosso il sopranatante e veniva effettuata un’ulteriore centrifuga per 5 minuti 
allo scopo di rimuovere il maggior quantitativo possibile di liquido. 
Il sedimento definitivo (A2) veniva lasciato all’aria per 5 minuti. 
A questo punto, è possibile immagazzinare il campione a -20o Celsius oppure 
proseguire con i passaggi successivi. 
● Al sedimento A2 è stata aggiunta la soluzione Multiphor II ® (Urea, detergente 
non ionico, ditiotreitolo, IPG buffer contenente gli anfoliti necessari per la 
successiva separazione dulla base del punto isoelettrico) per la reidratazione 
passiva per 14 ore a 20o Celsius. 
Successivamente è stato utilizzato il sonnicatore allo scopo di eliminare la 
presenza di aggregati molecolari; si è disposto poi il campione sulla striscia (Strip 
3-11 non linear, con gradiente di pH da 3 a 11) della Immobiline DryStrip Kif® e si 
è aggiunta la soluzione IPG Cover Fluid per evitare l’evaporazione. Tale striscia è 
stata posta per 27 ore nell’Allineatore (Dry Strip Aligner®) a voltaggi progressivi, 
secondo un programma già impostato, per un totale di 50000 V.hr. 
In tal modo, si è ottenuta la separazione delle proteine sulla striscia in base al 
punto isoelettrico (isoelettrofocusing), cioè al punto in cui la carica elettrica del 
frammento proteico è pari a zero ad un pH specifico. 
Una volta rimossa dalla macchina, la strip è stata trattata due volte con la Strip 
Equilibratine-Solution® (50 ml TrisHCl pH 8.8, 6M Urea, 30% glicerolo, 2% SDS; 
Volume totale per striscia: 2.5 ml per 10 minuti) unitamente a DTT la prima volta 
(10 minuti) e Iodoacetamide (25 mg/ml) la seconda volta, seguita dal lavaggio. 
● La strip viene posta orizzontalmente su 80 ml di un gel solidificato standard di 
Poliacrilamide al 14% (TriHCl 0.75M pH 8.8, Acrilamide, Bisacrilamide, Ammonio 
per solfato 0.07% P7V, SDS 0.1%, Temed 0.05% V/V) sul quale è adegiato uno 
strato di circa 1 cm di Upper gel (TriHCl pH 6.8, Acrilamide, SDS, Temed); in un 
secondo momento, viene sovrapposto alla strip un ulteriore gel a base di Agarosio 
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(Agarosio 0.5%, Running Buffer SDS page-TriHCl 0.05M pH 8.8, Glicina 0.38M, 
SDS 3.5 mM, Bromophenolblue).  
La piastra con la strip e il gel soprastante viene chiusa e posta nella macchina per 
l’elettroforesi per circa 7 ore, dove ha luogo la suddivisione delle proteine in base 
al peso molecolare. 
● Al termine della corsa elettroforetica, il gel viene posto in un contenitore per 
circa un’ora a contatto con la soluzione fissante (Etanolo 10%, Acido Acetico 7%) e 
successivamente colorato con 250 ml di Soluzione colorante (H3PO 1M, (NH4)2SO4  
0.75M, Coomassie G-250 Brillante Blu Silver 0.12%, Metanolo 20% V/V) per 24 ore. 
● Dopo aver risciacquato il gel, lo stesso viene posto su un apposito Image Scanner 
(Epson Expression 1680) per l’acquisizione digitale degli spot proteici presenti sul 
gel, attraverso il programma Adobe Photoshop.  
● Le immagini dei gel corrispondenti ai gruppi N, HT, PE e PT sono state inviate 
al Ludesi Analysis Centre (Lund, Svezia, http://www.ludesi.com) per un’analisi 
completa degli spot proteici attraverso un software dedicato. 
Il rilevamento, la segmentazione e l’accoppiamento degli spot dei diversi gel 2D 
hanno seguito un rigoroso protocollo per assicurare un alto livello di correttezza. 
L’intensità di ciascuno spot è stata misurata solo dopo aver effettuato una 
correzione del background ed un processo di normalizzazione per rimuovere 
sistematicamente le differenze di intensità tra i diversi gel, originate da differenze 
nei processi di colorazione e di acquisizione delle immagini con lo scanner . 
Questo processo ha permesso di quantificare e comparare gli spot proteici dei 
diversi gel in modo soddisfacente. La differenza di espressione degli spot è stata 
definita sulla base di un cambiamento maggiore di 1.5 fold tra i diversi gruppi di 
gel e di una p < 0.05,  in modo da ottenere dei risutati statisticamente significativi. 
● Successivamente è stato calcolato il punto isoelettrico (pI) degli spot di interesse 
atraverso una curva di pH compreso tra 3 e 11, fornita dal produttore delle strip 
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non linear per l’isoelettrofocusing e reperibile in rete all’indirizzo 
http://www.amershambiosciences.com. Il peso molecolare (PM) delle proteine di 
interesse è stato, invece, calcolato attraverso una curva semilogaritmica ottenuta 
dal PM  (log 10) di proteine note in ordinata e dalla distanza di migrazione 
verticale, misurata in mm, dello spot di interesse. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITOLO 8 
RISULTATI 
Dopo aver effettuato il campionamento della popolazione in studio 
precedentemente descritta, si è provveduto  alla valutazione dell’esame colturale e 
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della colorazione di Gram effettuati presso il Laboratorio Batteriologico del 
Dipartimento di Igiene e Medicina Preventiva dell’IRCCS Burlo Garofolo. 
La tabella illustra i risultati microbiologici relativi alle pazienti con gravidanza 
fisiologica, reclutate come  gruppo di controllo N. 
     
ID 
EPOCA GESTAZIONALE AL 
LAVAGGIO ES. COLTURALE COLORAZIONE GRAM 
N1 35 sett. Str. Viridans score 7, PMN, spermatozoi 
N2 36 sett. flora saprofita score 0, PMN 
N3 36
+6  
sett. Gardnerella vaginalis score 8 
N4 35 sett. flora saprofita score 0 
N5 34 sett. flora saprofita score 0, PMN 
N6 37 sett. flora saprofita score 0, PMN 
N7 36
+6  
sett. flora saprofita score 0, PMN, spermatozoi 
N8 36 sett. assenza di crescita score 4, PMN 
N9 37
+2
 sett. Candida Albicans score 5, PMN, ife 
N10 35
+2
 sett. flora saprofita score 5 
N11 35
+5 
sett. Candida Albicans score 7, PMN, ife 
N12 36 sett. flora saprofita score 2 
N13 36 sett. Gardnerella vaginalis, E.Coli score 7 
N14 37
+6
 sett. Str. Viridans, E.Coli score 5, PMN 
N15 36 sett. assenza di crescita score 0, PMN 
 
Da questa analisi risulta che la prevalenza di vaginosi batterica (asintomatica) nel 
gruppo di controllo è del 26.7%, con uno score medio di 7.25. 
 
 
Nel gruppo PT, nessuna paziente è risultata affetta da vaginosi batterica. 
ID 
EPOCA GESTAZIONALE AL 
LAVAGGIO ES. COLTURALE COLORAZIONE GRAM 
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Nel gruppo HT, nessuna paziente è risultata affetta da vaginosi batterica. 
 
Nel gruppo PE, nessuna paziente è risultata affetta da vaginosi batterica. 
Tutti i campioni ottenuti tramite lavaggio vaginale sono stati sottoposti ad 
indagine proteomica e, quindi, processati tramite 2D-PAGE; in tal modo si è 
ottenuto il gel 2D e la corrispondente immagine per ogni paziente reclutata nel 
nostro studio. Nell’ambito del gruppo di gravidanza a basso rischio, in cui la 
prevalenza di vaginosi batterica è del 26.7%, sono stati scelti, ai fini dell’analisi 
comparativa con i gruppi di gravidanze ad alto rischio, unicamente i gel delle 
pazienti non affette da vaginosi batterica, per evitare che le proteine infiammatorie 
legate a questa condizione vadano ad alterare i risultati della comparazione. Tra 
gli obiettivi di tale studio vi è, infatti, l’individuazione di proteine specificamente 
coinvolte nella fisiopatologia del parto pretermine e dei disordini ipertensivi in 
gravidanza, quindi non è plausibile “inquinare” i risultati con proteine 
infiammatorie dovute ad un processo infiammatorio in corso già noto. Inoltre, va 
ricordato che una vaginosi batterica insorta nell’ultimo trimestre di gravidanza 
non può essere considerata un fattore di rischio oppure un fattore predittivo di 
PT1 27 
+1 
sett. flora saprofita score 4, PMN 
PT2 28 sett. flora saprofita score 0 
PT3 29 sett. flora saprofita score 0 
PT4 31 
+5
 sett. flora saprofita score 0, PMN 
PT5 30 
+3 
sett. Candida non albicans (rare colonie) score 0, PMN 
PT6 34 
+4
 sett. Candida albicans score 0, PMN 
PT7 32 
+5
 sett. 
Stafilococchi coagulasi neg, E.Coli, 
Candida Albicans score 3, PMN 
ID 
EPOCA GESTAZIONALE AL 
LAVAGGIO ES. COLTURALE COLORAZIONE GRAM 
HT1 37 
+1 
sett. Gardnerella vaginalis score 5 
HT2 41 sett. Gardnerella vaginalis score 5, PMN 
HT3 27 sett. flora saprofita score 0 
HT4 32
+4
 sett. Gardnerella vaginalis score 5, PMN 
HT5 36
+3 
 sett Gardnerella vaginalis score 5, PMN 
HT6 31
+5
 sett. flora saprofita score 0 
HT7 36 sett. flora saprofita score 0 
ID 
EPOCA GESTAZIONALE AL 
LAVAGGIO ES. COLTURALE COLORAZIONE GRAM 
PE1 34
+3 
sett. Enterococchi score 0, PMN 
PE2 37 
+2
 sett. flora saprofita score 0, PMN 
PE3 39 sett. flora saprofita score 0, PMN 
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parto pretermine, in quanto la “finestra critica” si colloca a inizio gravidanza, tra 
la 16a e la 24a settimana gestazionale. 
Per ciascuno dei quattro gruppi (N, HT, PE, PT) in cui è stata suddivisa la 
popolazione oggetto di studio, sono state selezionate dei gel 2D di riferimento: 
  ● N4, N6, N7, N12 e N15 per il gruppo di controllo; 
  ● HT2, HT3, HT4 e HT5 per il gruppo di pazienti con ipertensione gestazionale; 
  ● PE1 e PE2 per il gruppo di pazienti preeclamptiche; 
  ● PT1, PT5, PT6 e PT7 per il gruppo di pazienti con travaglio di parto pretermine. 
Le immagini relative a tali gel 2D colorati con Blu Coomassie colloidale sono 
riportate qui di seguito; a lato di ogni figura è indicato il Peso Molecolare in kDa e 
il punto isoelettrico (pI). 
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Attraverso un software dedicato del Ludesi Analysis Centre, è stata condotta 
un’analisi comparativa di tutti gli spot proteici espressi nei gel 2D dei diversi 
gruppi; nel software sono stati inseriti dei filtri in merito al fold (>1.5), al p-value 
(0.05) e al volume dello spot considerato (300 ppm), in modo da evidenziare solo 
le differenze statisticamente significative. Tale tipo di analisi permette di valutare 
se una determinata proteina risulta iperespressa o sottoespressa in un determinato 
gruppo rispetto al gruppo di riferimento.  
In particolare, le comparazioni sono state così suddivise: 
● N versus HT 
● N versus PE 
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● PE versus HT 
● N versus PT 
Nella comparazione N-HT, il software ha evidenziato 37 spot proteici 
differentemente espressi nei due gruppi; tuttavia, una nostra successiva analisi 
degli spot indicati, ha permesso di confermarne solo 9, in quanto i rimanenti erano 
localizzati in zone del gel inquinate da difetti tecnici, quali strisciamenti verticali e 
orizzontali, oppure adiacenti o parzialmente sovrapposte ad aree ad alta 
concentrazione proteica.  
Nella figura sono stati evidenziati (in blu e in rosso) tutti gli spot proteici per i 
quali il software ha rilevato significative differenze di concentrazione tra i gruppi 
N e HT; quelli evidenziati solo in rosso e numerati corrispondono, invece, agli 
spot effettivamente confermati dalla nostra analisi. 
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Dalla nostra analisi, emerge che nel gruppo HT (in giallo) sono iperespresse 7 
proteine e sottoespresse 2, rispetto al gruppo di controllo N (in rosso).  
Nelle figure seguenti, è riportata in ordinata l’intensità dello spot proteico 
rappresentato, mentre a lato sono stati inseriti il fold, la p-value e il volume dello 
spot. 
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Nella comparazione N-PE, il software ha evidenziato 37 spot proteici 
differentemente espressi nei due gruppi; anche in questo caso, una nostra 
successiva analisi ha permesso di confermarne solo 7. 
Nella figura sono stati evidenziati (in blu e in rosso) tutti gli spot proteici per i 
quali il software ha rilevato significative differenze di concentrazione tra i gruppi 
N e PE; quelli evidenziati solo in rosso e numerati corrispondono, invece, agli spot 
effettivamente confermati dalla nostra analisi. 
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Dalla nostra analisi, emerge che nel gruppo PE (in verde) sono iperespresse 5 
proteine e sottoespresse 2, rispetto al gruppo di controllo N (in rosso).  
Nelle figure seguenti, è riportata in ordinata l’intensità dello spot proteico 
rappresentato, mentre a lato sono stati inseriti il fold, la p-value e il volume dello 
spot. 
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Nella comparazione PE-HT, il software ha evidenziato 47 spot proteici 
differentemente espressi nei due gruppi; anche in questo caso, una nostra 
successiva analisi ha permesso di confermarne solo 8. 
Nella figura sono stati evidenziati (in blu e in rosso) tutti gli spot proteici per i 
quali il software ha rilevato significative differenze di concentrazione tra i gruppi 
PE e HT; quelli evidenziati solo in rosso e numerati corrispondono, invece, agli 
spot effettivamente confermati dalla nostra analisi. 
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Dalla nostra analisi, emerge che nel gruppo PE (in rosa) sono iperespresse 6 
proteine e sottoespresse 2, rispetto al gruppo HT (in arancione).  
Nelle figure seguenti, è riportata in ordinata l’intensità dello spot proteico 
rappresentato, mentre a lato sono stati inseriti il fold, la p-value e il volume dello 
spot. 
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 Nella comparazione N-PT, il software ha evidenziato 66 spot proteici 
differentemente espressi tra i due gruppi; anche in questo caso una nostra 
successiva analisi ha permesso di confermarne solo 4. 
Nella figura sono stati evidenziati (in blu e in rosso) tutti gli spot proteici per i 
quali il software ha rilevato significative differenze di concentrazione tra i gruppi 
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N e PT; quelli evidenziati solo in rosso e numerati corrispondono, invece, agli spot 
effettivamente confermati dalla nostra analisi. 
 
 
Dalla nostra analisi, emerge che nel gruppo PT (in azzurro) sono sottoespresse 4 
proteine, rispetto al gruppo di controllo N (in viola).  
Nelle figure seguenti, è riportata in ordinata l’intensità dello spot proteico 
rappresentato, mentre a lato sono stati inseriti il fold, la p-value e il volume dello 
spot. 
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CAPITOLO 9 
DISCUSSIONE 
L’analisi proteomica riportata in questo studio evidenzia delle differenze 
significative tra spot proteici presenti nel gruppo di gravidanza a basso rischio (N) 
rispetto ai gruppi di gravidanze ad alto rischio (HT, PE e PT). Ciò fa supporre che 
tali spot possano essere correlati in modo specifico alle suddette condizioni 
patologiche e potrebbero rappresentare, se convalidati su larga scala e identificati 
dal punto di vista molecolare, dei marcatori specifici di tali patologie ostetriche e 
consentire una maggiore comprensione dei relativi meccanismi eziopatogenetici.  
Come premessa alla discussione dei risultati ottenuti, è opportuno puntualizzare 
alcuni aspetti relativi alla metodologia scelta per la raccolta del materiale biologico 
64 
 
e per l’analisi dei dati ottenuti. In primo luogo, il razionale all’impiego del liquido 
di lavaggio cervico-vaginale per la ricerca di marcatori specifici di gravidanza ad 
alto rischio si basa sul fatto che tale fluido è costituito in parte da trasudato 
plasmatico e, in parte, da proteine di derivazione amniocoriale oppure secrete in 
loco. L’utilizzo del CVF permetterebbe, quindi, di unire in un singolo campione 
biologico proteine appartenenti ad  entrambi i compartimenti finora analizzati 
(siero e liquido amniotico). D’altro canto l’ambiente cervico-vaginale è, per alcuni 
aspetti, un compartimento indipendente dal siero dal punto di vista molecolare e 
la sua immunologia è disgiunta da quella sierica; si pensi alle IgA polimeriche 
secrete in loco dalla mucosa cervico-vaginale e assenti nel plasma. Pertanto, se 
l’analisi proteomica fosse limitata al compartimento sierico, non sarebbe possibile 
la valutazione di tutti quei fattori immunologici ed infiammatori locali che, 
verosimilmente, vanno incontro ad alterazioni nelle gravidanze ad alto rischio. È 
doveroso sottolineare la sperimentalità di questo approccio; al momento, non è 
stato pubblicato nessun  studio che compari il proteoma di siero, liquido 
amniotico e fluido cervico-vaginale nel contesto di una gravidanza fisiologica o 
patologica, per assicurarsi che l’espressione proteica nei tre compartimenti sia 
sovrapponibile.  In un modello sperimentale animale è già stata dimostrata una 
sovrapposizione tra l’espressione proteica del fluido cervico-vaginale e quella del 
liquido amniotico in corso di infiammazione intra-amniotica in relazione al parto 
pretermine(66). Nell’ambito del nostro studio abbiamo voluto, quindi, verificare se 
il profilo proteico cervico-vaginale da noi rilevato nelle gravidanze complicate da 
preeclampsia fosse sovrapponibile a quello sierico ed amniotico descritto in 
Letteratura per la stessa complicanze ostetrica. Si è visto che il profilo proteico 
cervico-vaginale rispecchia per alcuni aspetti quello sierico: la calgranulina, 
proteina di natura infiammatoria iperespressa nel fluido cervico-vaginale delle 
nostre pazienti preeclamptiche, è presente a concentrazioni elevate anche nel siero 
di pazienti affette dalla medesima patologia(67) . Anche l’annessina A1 è risultata 
iperespressa sia nel fluido cervico-vaginale delle nostre pazienti preeclamptiche 
sia nel tessuto placentare preeclamptico analizzato da Jin et al (62). Non è stata 
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trovata, invece, corrispondenza tra i nostri risultati e quelli relativi all’indagine 
proteomica applicata al liquido amniotico in corso di preeclampsia. 
Il profilo proteico di un fluido biologico deve essere considerato come un’entità 
dinamica, che risente della variabilità genetica inter-individuale e, nell’ambito 
dello stesso individuo, della variabilità legata a fenomeni epigenetici, particolari 
stati fisiologici delle cellule (differenziazione, replicazione), condizioni morbose, 
assunzioni di farmaci. Tuttavia uno studio precedente ha riportato che le mappe 
ottenute da lavaggi vaginali effettuati in donne in gravidanza e non in gravidanza 
possono essere confrontati tra loro con un buon livello di attendibilità(43). 
 
. 
                                         
Per questa ragione utilizzeremo la mappa in figura come riferimento per una 
prima identificazione degli spot di interesse delle mappe ottenute dai lavaggi 
effettuati alla popolazione gravida arruolata nel nostro studio. Durante l’analisi di 
tali mappe, abbiamo riscontrato una variabilità nell’espressione proteica del fluido 
cervico-vaginale dei diversi soggetti, anche nell’ambito dello stesso gruppo (N, 
HT, PE e PT). La suddivisione dei nostri campioni biologici in gruppi (N, HT, PE e 
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PT) ha permesso di normalizzare le differenze tra le mappe appartenenti allo 
stesso gruppo, permettendo di far riferimento ad un valore medio per ogni 
gruppo durante l’analisi comparativa.  Inoltre, inserendo come filtro p < 0.05, non 
sono stati considerati nella nostra analisi quegli spot la cui dispersione nell’ambito 
dello stesso gruppo era considerevolmente alta.  
Per quanto riguarda i disordini ipertensivi in gravidanza, non esistono al 
momento in Letteratura dei lavori in merito alla ricerca di biomarcatori specifici 
nel fluido cervico-vaginale, ma esclusivamente a livello amniotico, placentare e 
sierico; non è, pertanto, disponibile un modello di confronto per i dati da noi 
rilevati. Nel presente studio le pazienti con ipertensione gestazionale hanno 
rilevato differenze sostanziali rispetto al pattern proteico delle pazienti con 
gravidanza fisiologica, relative ai seguenti spot proteici: 
● SPOT 81 con PM  49 kDa e pI 6.75, iperespresso nelle pazienti con ipertensione 
gestazionale  
● SPOT 258 con PM 74 kDa e pI 4.9, iperespresso nelle pazienti con ipertensione 
gestazionale 
● SPOT 289 con PM 62 kDa e pI 5.3, iperespresso nelle pazienti con ipertensione 
gestazionale 
● SPOT 311 con PM 36 kDa e pI 8.4, iperespresso nelle pazienti con ipertensione 
gestazionale 
● SPOT 527 con PM 74 kDa e pI 8.7, iperespresso nelle pazienti con ipertensione 
gestazionale 
● SPOT 572 con PM 42 kDa e pI 4.7, iperespresso nelle pazienti con ipertensione 
gestazionale 
● SPOT 574 con PM 36 kDa e pI 5.1, iperespresso nelle pazienti con ipertensione 
gestazionale 
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● SPOT 20 con PM 36 kDa e pI 5.5, sottoespresso nelle pazienti con ipertensione 
gestazionale 
● SPOT 753 con PM 28 kDa e pI 8.8, sottoespresso nelle pazienti con ipertensione 
gestazionale 
Nelle pazienti preeclamptiche le differenze sostanziali rispetto al pattern proteico 
delle pazienti con gravidanza fisiologica sono relative ai seguenti spot proteici: 
● SPOT 130 con PM 35 kDa e pI 4.9, iperespresso nelle pazienti preeclamptiche 
● SPOT 153 con PM 76 kDa e pI 5.8, iperespresso nelle pazienti preeclamptiche 
● SPOT 259 con PM 66 kDa e pI 5.1, iperespresso nelle pazienti preeclamptiche 
● SPOT 336 con PM 34 kDa e pI 5.1, iperespresso nelle pazienti preeclamptiche 
● SPOT 621 con PM 20 kDa e pI 7.8, iperespresso nelle pazienti preeclamptiche 
● SPOT 62 con PM 44 kDa e pI 5.5, sottoespresso nelle pazienti preeclamptiche 
● SPOT 166 con PM 32.5 kDa e pI 6.7, sottoespresso nelle pazienti preeclamptiche 
I dati più interessanti emergono dalla terza comparazione, ovvero quella tra le 
pazienti con ipertensione gestazionale e le pazienti con preeclampsia. 
Si osserva, infatti, che l’intensità di 6 spot proteici è considerevolmente maggiore 
nella preeclampsia rispetto all’ipertensione gestazionale; si tratta di: 
● SPOT 24 con PM 9 kDa e pI 5.3 
● SPOT 45 con PM 6 kDa e pI 6.35 
● SPOT 76 con PM 8 kDa e pI 6.65 
● SPOT 148 con PM 8 kDa e pI 7.3 
● SPOT 228 con PM 35 kDa e pI 8.5 
● SPOT 646 con PM 12 kDa e pI 5.9 
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Contestualmente, l’intensità di 2 spot proteici è considerevolemente minore nella 
preeclampsia rispetto all’ipertensione gestazionale; si tratta di: 
● SPOT 105 con PM 52 kDa e pI 6.4 
● SPOT 229 con PM 33 kDa e pI 6.9 
In particolare lo spot 148 sembra essere molto promettente come biomarcatore, in 
quanto la proteina è quasi indosabile nelle pazienti con ipertensione gestazionale 
(in arancione), ma aumenta fino a 9 volte nelle pazienti preeclamptiche (in rosa).  
 
                  
Anche lo spot 646 presenta le stesse caratteristiche, candidandosi anch’esso come 
possibile biomarcatore specifico di preeclampsia. 
              
Questi dati suggerirebbero la possibilità di individuare tramite il dosaggio di 
queste proteine, le pazienti a maggior rischio di sviluppare la preeclampsia tra 
quelle genericamente affette da ipertensione. 
 Sebbene non sia ancora stata possibile l’esatta identificazione degli spot proteici 
sopramenzionati, è tuttavia possibile osservare che differiscono notevolemente per 
peso molecolare e pI rispetto ai potenziali biomarcatori già rilevati nel liquido 
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amniotico, ovvero la pro-apolipoproteina A1 e un peptide funzionalmente 
sconosciuto, il SBBI42 (60,61). È interessante notare, inoltre, che i 6 spot iperespressi 
nella preeclampsia sono localizzati nella regione della mappa proteica 
corrispondente alle calgranuline e alle annessine. 
                                                                        
                                   
Le calgranuline appartengono alla superfamiglia delle proteine S100 e sono 
abbondantemente rappresentate nel citosol di neutrofili e monociti; si tratta di 
proteine pro-infiammatorie, con attività anti-batterica, ani-fungina e 
immunomodulatrice. La loro iperespressione supporterebbero l’ipotesi che nella 
gravidanza complicata da preeclampsia si assiste ad una risposta infiammatoria 
sistemica  considerevolmente maggiore rispetto a quella che si osserva nella 
gravidanza fisiologica. Alcuni studi presenti in Letteratura confermano quanto da 
noi rilevato. Braekke et al. (66) hanno riscontrato elevate concentrazioni sieriche di 
calgranulina A (1081 microg/l) nel siero di pazienti preeclamptiche rispetto alle 
pazienti con gravidanza fisiologica (552 microg/l).  
Per quanto riguarda il travaglio e il parto pretermine, in Letterattura sono 
disponibili numerosi lavori in merito alla ricerca di biomarcatori specifici a livello 
di liquido amniotico e fluido cervico-vaginale. In particolare, in uno studio 
condotto da Gravett (52) si è rilevata l’iperespressione nel CVF di 10 proteine, tra 
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cui calgranuline e annessine, e la sottoespressione della proteina legante gli acidi 
grassi, dell’heat shock protein β1 e della desmoplachina. In realtà, i dati relativi 
alla desmoplachina sono controversi: in uno studio successivo condotto da Shah et 
al (54) si è osservato un aumento della sua concentrazione nel CVF delle pazienti 
con parto pretermine. 
In generale, si può dire che i dati attualmente disponibili riguardo i marcatori di 
parto pretermine non sono ancora chiari e univoci. Molto probabilmente ciò è 
legato all’estrema variabilità dei subtipi clinici di travaglio e parto pretermine, i 
quali riconoscono etiologie e, quindi, espressioni proteiche, diverse. 
Nemmeno i dati emersi da una nostra preliminare analisi permettono di 
confermare quanto già presente in Letteratura. Nel gruppo PT, infatti, non si sono 
trovati spot significativamente iperespressi rispetto al gruppo di controllo, ma solo 
4 proteine la cui concentrazione era considerevolmente più bassa: 
● SPOT 104 con PM 33 kDa e pI 5.25 
● SPOT 287 con PM 16 kDa e pI 5.55 
● SPOT 424 con PM 33 kDa e pI 5.3 
● SPOT 684 con PM 34 kDa e pI 6.8 
In particolare lo spot 287 ha suscitato il nostro interesse: la proteina risulta quasi 
indosabile nel pazienti con travaglio pretermine (in azzurro), mentre in corso di 
gravidanza fisiologica i suoi livelli sono 7 volte maggiori (in viola). Sebbene tale 
proteina non sia stata ancora identificata, si può notare che per PM e pI è molto 
simile alla proteina legante gli acidi grassi, già indicata in Letteratura come 
potenziale  biomarcatore di parto pretermine. 
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Nella nostra preliminare analisi non è emersa un’iperespressione di proteine 
infiammatorie, già descritte in molte studi come possibili marcatori di 
infiammazione-infezione intra-amniotica e parto pretermine. Tuttavia, è da 
sottolineare che tutte le pazienti da noi arruolate durante l’insorgenza acuta di 
travaglio pretermine hanno poi partorito a termine. Questo fatto potrebbe 
riflettere la presenza di una correlazione tra severità del processo infiammatorio 
ed outcome della gravidanza: probabilmente solo i casi di infiammazione severa 
esitano in un parto pretermine. In tale ottica, le pazienti da noi arruolate, non 
presentando un pattern proteico infiammatorio significativamente aumentato, 
avrebbero partorito a termine. 
La ricerca di biomarcatori specifici di complicanze ostetriche attraverso la 
proteomica è un progetto ambizioso e dispendioso, in termini di tempo e denaro. 
Allo stato attuale abbiamo rilevato un’iperespressione o una sottoespressione di 
determinate proteine nella gravidanza ad alto rischio rispetto a quella fisiologica. 
Tuttavia, si è visto che alcune delle proteine iperespresse, in particolare le 
calgranuline A, B e C, sono marker aspecifici di infiammazione, rilevate sia nella 
preeclampsia che nel parto pretermine. Pertanto, sulla base di un’analisi 
qualitativa non si sono ancora trovati marcatori specifici di patologia ostetrica; 
sarà l’analisi quantitativa a fornire, eventualmente, un valore cut-off al di sopra o 
al di sotto del quale si possa parlare di specificità del marcatore. 
Dopo una valutazione preliminare dei dati emersi dal nostro studio, si rende 
necessaria l’esatta identificazione degli spot di interesse, ovvero di quelli 
individuati come potenziali biomarcatori di preeclampsia e parto pretermine. A 
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tale fine, può essere utile confrontare il peso molecolare e il punto isolelettrico 
degli spot di nostro interesse con quelli presenti in un database di proteine già 
note; l’eventuale identificazione dovrà essere confermata con la spettrometria di 
massa. Solo quando lo spot è stato identificato, si può procedere allora alla 
creazione di un anticorpo specifico per il dosaggio della proteina con metodo 
ELISA;  in questo modo sarebbe possibile valutare la validità, la sensibilità e la 
specificità del potenziale biomarcatore su una coorte più ampia di pazienti, data la 
maggiore velocità ed economicità della metodica. 
La prematurità e la patologia ipertensiva in gravidanza rappresentano ancora oggi 
un punto debole dell’Ostetricia moderna, rappresentando le principali cause di 
mortalità e morbidità materno-fetale anche nel Mondo Occidentale.          
L’introduzione nella pratica clinica di marcatori specifici e sensibili di patologia 
rappresenterebbe, quindi, un importante goal nell’ambito della Sanità Pubblica 
internazionale. 
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